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Resumen 	  	  
El virus de la hepatitis C (HCV) utiliza proteínas de los hepatocitos para infectarlos, 
replicarse y, finalmente, diseminar la infección. En el presente trabajo hemos 
analizado el papel de factores celulares esenciales para la infección del HCV en otras 
fases del ciclo viral en las que no han sido estudiados previamente. 
El HCV accede al interior de los hepatocitos por un proceso de endocitosis 
dependiente de clatrina. En la primera parte de este trabajo demostramos que tanto 
clatrina como una de sus moléculas adaptadoras, AP-1, participan también en la 
secreción de partículas virales. Además, observamos que la secreción de las 
apolipoproteínas B (apoB) y E (apoE), componentes de las lipoproteínas de muy baja 
densidad (VLDL) y esenciales para la infectividad de los viriones, no se ve afectada 
por la interferencia de clatrina y AP-1. Nuestros datos apoyan un modelo en el que las 
partículas del HCV primero se asocian con apoE en el retículo endoplásmico y son 
posteriormente secretadas a través de una ruta transendosomal dependiente de 
clatrina y AP-1. Estos son hallazgos importantes, ya que si bien el modelo actual de 
secreción viral supone que las rutas secretorias del HCV y de las VLDL están 
íntimamente relacionadas, nuestro trabajo muestra que existen diferencias. Teniendo 
en cuenta el potencial terapéutico de la modulación del metabolismo de lípidos en la 
infección por HCV, nuestros datos podrían ayudar a diseñar nuevas estrategias para 
bloquear la exocitosis del HCV sin perturbar la homeostasis lipídica, logrando así 
antivirales más eficientes, selectivos y seguros. 
En la segunda parte de este trabajo demostramos que la transmisión célula a célula 
del HCV depende de apoE, pero no de apoB. Nuestros resultados indican que aunque 
ambas apolipoproteínas son necesarias para el ensamblaje y morfogénesis de los 
viriones de HCV infectivos por la vía extracelular, apoB no es necesaria para el 
ensamblaje de viriones que se trasmiten célula a célula. Estos datos sugieren la 
existencia, al menos in vitro, de diferentes partículas infectivas del HCV, con un 
contenido distinto en apolipoproteínas, que se diseminan por rutas distintas. Estos 
datos permiten atribuir un nuevo papel diferencial a las apolipoproteínas en la 
patogenia del HCV, ya que la transmisión viral célula a célula es un mecanismo de 
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Abstract 	  	  
Hepatitis C virus (HCV) hijacks cellular proteins to infect hepatocytes, replicate, and 
finally, spread the infection. In this work we studied the role of cellular factors, known to 
be essential for HCV infection, in other stages of the viral cycle in which they have not 
been previously studied.  
HCV is internalized onto hepatocytes by clathrin-dependent endocytosis. In the first 
part of this work we demostrate that clathrin and one of its adaptor molecules, AP-1, 
are also involved in the secretion of HCV viral particles. Also, the secretion of 
apolipoproteins B (apoB) and E (apoE), both components of the very low-density 
lipoproteins (VLDL) and known to be essential for virion infectivity, was not affected by 
clathrin or AP-1 interference. Our data support a model where HCV particles are firstly 
associated with apoE at the endoplasmic reticulum and then secreted through a 
clathrin and AP-1 dependent transendosomal route. These are important findings since 
the current HCV secretion model implies that the secretory routes of HCV and VLDL 
are closely related, but our results shows some differences. Given the therapeutic 
potential of lipid metabolism modulation in HCV infection, our data could help design 
new strategies to block HCV exocytosis without disrupting lipid homeostasis, paving 
the way for the development of more efficient, selective and safe antivirals. 
In the second part of this work we show that HCV cell-to-cell transmission depends on 
apoE, but not on apoB. Our results indicate that both apolipoproteins are associated 
with the assembly and morphogenesis of HCV virions infective by cell-free infection. 
However, apoB is not necessary for the assembly of infectious virions by cell-to-cell 
transmission. These data suggest the existence, at least in vitro, of different infectious 
HCV particles with distinct apolipoprotein content, which are spread by different routes. 
These results might attribute a new differential role to apolipoproteins in the HCV 
pathogenesis, since viral cell-to-cell transmission is an evasion mechanism from the 
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Abreviaturas 
 
AP-1: Adaptor Protein-1, proteína adaptadora-1 
AP-2: Adaptor Protein-2, proteína adaptadora-2 
AP-3: Adaptor Protein-3, proteína adaptadora-3 
AP-4: Adaptor Protein-4, proteína adaptadora-4 
AP1G1: subunidad gamma 1 de la proteína adaptadora-1 
AP2M1: subunidad mu1 de la proteína adaptadora-2 
apoA: apolipoproteína A 
apoB: apolipoproteína B 
apoC: apolipoproteína C 
apoE: apolipoproteína E 
BFA: BreFeldina A 
CD81: Cluster of Differentiation 81, cúmulo de diferenciación 81 
CHC: Clathrin Heavy Chain, cadena pesada de clatrina 
cLD: cytosolic Lipid Droplets, gotas lipídicas citosólicas  
COPII: COat Protein complex II, complejo de proteínas de revestimiento II 
DAA: Directly Acting Antivirals, antivirales que actúan directamente sobre el virus 
DGAT1: DiacilGlicerol AcetilTransferasa-1 
EC: Ésteres de Colesterol 
EEA1: Early Endosome Antigen-1, antigeno-1 del endosoma temprano  
EGF-R: Epidermal Growth Factor Receptor, receptor del factor de crecimiento 
epidérmico 
ELISA: Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay, ensayo por inmunoabsorción ligado a 
enzimas 
EphA2: Ephrin type-A receptor 2, receptor de efrina A2 
ESCRT: Endossomal-Sorting Complex Required for Transport, complejo de 
clasificación endosomal requerido para el transporte 
FFU: Focus Forming Units, unidades formadoras de foco de infección 
GAG: GlicosAminoGlicanos 
HBV: Hepatitis B Virus, virus de la hepatitis B 
HCV: Hepatitis C Virus, virus de la hepatitis C 
HCVcc: partículas de HCV producidas en cultivo celular  
HCVpp: partículas pseudotipadas con las proteínas de la envuelta del HCV 
HCVs: partículas de HCV aisladas del suero de pacientes 
HDL: High-Density Lipoproteins, lipoproteínas de alta densidad 
Abreviaturas 	  
28 Virgínia Gondar, 2015	  	  
HTA: Host-Targeted Agents, agentes dirigidos contra el huésped 
HTLV-1: Human T-linfotropic Virus-1, virus linfotrópico humano de células T tipo 1 
HVR1: HiperVariable Region 1, región hipervariable 1 
IF: InmunoFluorescencia 
IP: InmunoPrecipitación 
IPS-1: Interferon-beta Promoter Stimulator-1, proteína estimuladora-1 del promotor de 
interferón beta 
IRES: Internal Ribosome Entry Site, secuencia de entrada ribosomal interna 
JFH-1: Japanese Fulminant Hepatitis-1, hepatitis japonesa fulminante tipo 1 
LAMP-1: Lysosomal-Associated Membrane Protein-1, proteína de membrana-1 
asociada a lisosomas 
LD: Lipid Droplets, gotas lipídicas 
LDL-R: Low-Density Lipoprotein Receptor, receptor de lipoproteínas de baja densidad 
LDL: Low-Density Lipoprotein, lipoproteínas de baja densidad 
LVP: LipoViroPartículas 
MAVS: Mitochondrial AntiViral-Signaling protein, proteína mitocondrial de señalización 
antiviral 
MHC: Major Histocompatibility Complex, complejo mayor de histocompatibilidad 
MOI: Multiplicity Of Infection, multiplicidad de infección 
MTP: Microsomal Transfer Protein, proteína microsomal de transferencia 
MTT: MethylThiazol Tetrazolium assay, ensayo de metiltiazol tetrazol (bromuro de 3-
(4,5-dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazol) 
NPC1L1: Niemann-Pick C1-Like 1 cholesterol absorption receptor, receptor de 
colesterol Niemann-Pick C1-Tipo 1 
PLA2: PhosphoLipase A2, fosfolipasa citosólica A2 
qPCR: quantitative Polymerase Chain Reaction, reacción en cadena de polimerasa 
cuantitativa 
RD114: retrovirus endógeno felino 114 
RD114pp: partículas pseudotipadas con las proteínas de la envuelta del virus RD114 
RE: Retículo Endoplásmico 
RLU: Relative Luminescence Units, unidades relativas de luminescencia 
RVS: Respuesta Viral Sostenida 
SR-BI: Scavenger Receptor type B class I 
TfR1: Transferrin Receptor protein-1, receptor de transferrina-1 
TG: TriGlicéridos 
TGN: Trans-Golgi Network, red del trans-Golgi 
TJ: Tight Junctions, uniones intercelulares estrechas  
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VAMP-1: Vesicle-Associated Membrane Protein-1, proteína de membrana-1 asociada 
a vesícula 
VLDL: Very Low-Density Lipoproteins, lipoproteínas de muy baja densidad 
VSV: Vesicular Stomatitis Virus, virus de la estomatitis vesicular 
VSVpp: partículas pseudotipadas con las proteínas de la envuelta del virus VSV 
WB: Western blot 
ZO-1: Zonula Occludens protein-1, proteína zona occludens-1 
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Introducción  
 
La hepatitis C 
Historia 
Hace 40 años, la hepatitis C era una enfermedad desconocida. En 1975 se publicaron 
los primeros registros de una nueva enfermedad hepática que entonces se llamó 
hepatitis no-A no-B al detectarse en pacientes hemotransfundidos seronegativos para 
los virus de la hepatitis A y B (2, 56). El agente infeccioso de esta enfermedad fue 
aislado por Choo y colaboradores en 1989 y se le denominó virus de la hepatitis C 
(HCV) (40). En 1991, la agencia estadounidense del medicamento (Food and Drug 
Administration) aprobó el primer tratamiento para la hepatitis C, el interferón alfa (165). 
A partir de 1992, gracias al desarrollo de un sistema eficiente de detección del HCV 
que permitió la eliminación de hemoderivados contaminados de los bancos de sangre, 
fue posible el control de la transmisión por transfusión (165). Estos 25 años de intensa 
investigación académica y clínica desde el descubrimiento del HCV han permitido el 
desarrollo de nuevas terapias, aprobadas entre 2014 y 2015 en Estados Unidos 
(EEUU) y en Europa, logrando tasas de curación superiores al 90% (164). 
Actualmente más de 40 nuevos fármacos están siendo desarrollados por lo que es 
probable que en un futuro próximo todos los pacientes infectados por el HCV puedan 
ser curados (165).  
 
Epidemiología y patología 
La hepatitis C es uno de los mayores problemas de salud a nivel mundial. Se estima 
que entre 130 a 150 millones de personas, un 3% de la población mundial, están 
infectadas crónicamente por el HCV, lo que corresponde a cuatro veces el número de 
personas infectadas con el virus de la inmunodeficiencia humana (HIV) (216). La 
incidencia real de la hepatitis C es difícil de precisar, ya que la mayoría de los 
pacientes desconocen que son portadores del virus al no existir síntomas claros y 
específicos de la enfermedad, que se hace finalmente patente tras décadas de 
infección (3). Según la Organización Mundial de Salud, anualmente mueren entre 350 
y 500 mil personas por complicaciones relacionadas con la hepatitis C (216), siendo 
además la principal causa de trasplante hepático en Europa y EEUU (179).  
El HCV se transmite principalmente por vía sanguínea, asociado al consumo de 
drogas por vía intravenosa, a transfusiones y al uso de material médico 
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inadecuadamente esterilizado, estas dos últimas causas sobre todo en países en vías 
de desarrollo (192, 216). La transmisión vía exposición ocupacional, perinatal o sexual 
son posibles aunque ocurren en un menor número de casos (3).  
El HCV puede infectar a humanos, chimpancés y tupayas (4, 174, 204) cursando en 
estos últimos como una enfermedad inflamatoria hepática leve (25). El virus persiste 
en el hígado de los infectados donde infecta casi exclusivamente a los hepatocitos, las 
células que permiten la replicación viral (167). La fase aguda de la infección por HCV 
es normalmente subclínica y asintomática (107). El 15-45% de los infectados eliminan 
el virus espontáneamente mientras que los restantes 55-85% desarrollan una infección 
crónica persistente (216). La enfermedad crónica no es consecuencia directa de la 
destrucción de las células hepáticas por el virus sino que resulta de una respuesta 
inmune insuficiente del huésped, la cual es incapaz de eliminar totalmente el virus 
pero sí es lo suficientemente prolongada en el tiempo para inducir un proceso 
inflamatorio crónico en el hígado infectado (52, 179). Los espacios porta hepáticos 
quedan expandidos por la presencia de un infiltrado inflamatorio, constituído 
principalmente por linfócitos T. La intensidad de la hepatitis crónica aumenta cuando 
este infiltrado inflamatorio invade el parénquima hepático circundante (52). El HCV es 
capaz de seguir replicándose y de persistir en un huésped inmunocompetente, lo cual 
sugiere que el virus ha desarrollado estrategias para escapar de la respuesta inmune, 
por lo que la infección evoluciona lenta y progresivamente (52). La fibrosis 
(acumulación progresiva de fibras de colágeno) y la esteatosis (acumulación lipídica) 
en el parénquima hepático son las principales consecuencias a largo plazo de la 
infección (179). En estos pacientes, la infección crónica puede derivar en la aparición 
de cirrosis, tras aproximadamente 20 años de infección, y de hepatocarcinoma, a partir 




Figura A – Historia natural de la infección por HCV [Adaptado de Guidelines for the screening, 
care and treatment of persons with hepatitis C infection, WHO, 2014 (215).] 	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La aparición de manifestaciones extrahepáticas como fatiga, mialgia, problemas 
cutáneos e ictericia ha sido descrita frecuentemente (25, 179). De igual forma, la 
presencia de crioglobulinemia y alteraciones autoinmunes y linfoproliferativas ha sido 
documentada, aunque sus causas no han sido aún claramente identificadas (33). 
Algunos factores como el género masculino, una mayor edad en el momento de la 
infección, la obesidad, la coinfección con el HIV (134) o el virus de la hepatitis B (HBV) 
y el consumo de alcohol son indicadores tanto de una progresión acelerada de la 
enfermedad como de un aumento de la incidencia de carcinoma hepatocelular (192). 
El hepatocarcinoma o cáncer de hígado tiene mal pronóstico siendo la tercera 
neoplasia más letal en el mundo (25, 145, 179).  
 
Hasta la fecha se han descrito 7 genotipos y una multitud de subtipos del HCV con 
una distribución geográfica distinta, siendo el genotipo 1 el prevalente en Europa y 
EEUU. El genotipo viral ayuda a predecir la agresividad de la enfermedad, por 
ejemplo, el genotipo 3 está asociado a un riesgo más elevado de esteatosis hepática. 
Los distintos genotipos también presentan distinta sensibilidad al tratamiento, siendo el 
genotipo 1 el de peor pronóstico al tratamiento con interferón (190). Aunque todavía no 
están claramente definidos, tanto los factores asociados con el genotipo viral como 
con el huésped son determinantes para la resolución o no de la infección, su evolución 
y la respuesta al tratamiento con antivirales (97).  
 
Terapia 
A día de hoy, no existe vacuna profiláctica ni terapéutica frente al HCV. La terapia 
estándar de referencia hasta 2010 estaba basada en una combinación de interferón 
alfa pegilado (inhibidor de la replicación viral e inmunomodulador) y ribavirina (análogo 
nucleósido sintético, mutágeno) que lograba una respuesta viral sostenida (RVS) en 
aproximadamente el 50%-80% de los pacientes tratados, dependiendo del genotipo 
viral (55, 190). La RVS se define como la ausencia de RNA viral en el suero de los 
pacientes tras 12 o 24 semanas de la finalización de la terapia antiviral (55). Sin 
embargo, el tratamiento con interferón y ribavirina conlleva algunos efectos 
secundarios severos por lo que un gran porcentaje de pacientes no finaliza el 
tratamiento voluntariamente o por recomendación médica (68, 179, 184). 
Recientemente se han desarrollado nuevos compuestos antivirales dirigidos contra el 
virus (DAA, del inglés Directly Acting Antivirals) y que han demostrado ser eficaces y 
seguros (164). Los primeros DAA aprobados, boceprevir y telaprevir, son inhibidores 
de la proteasa viral NS3-4A (ver siguiente apartado) y están siendo usados en 
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combinación con la terapia estándar con muy buenos resultados en el genotipo 1 (70% 
de RVS) (177, 190). El fármaco simeprevir, aprobado en España en 2014, es un 
inhibidor de segunda generación de la proteasa viral NS3-4A, que es mejor tolerado y 
menos tóxico, y está indicado en el tratamiento de pacientes infectados por los 
genotipos 1 y 4 del HCV (55). Otro ejemplo son los inhibidores de la fosfoproteína viral 
NS5A (ver siguiente apartado), daclatasvir y ledipasvir, que fueron aprobados en 
España a finales de 2014 y tienen acción pangenotípica (213). El inhibidor de la 
polimerasa viral NS5B (ver siguiente apartado), sofosbuvir, en el cual recaen fundadas 
esperanzas para la eliminación del HCV a nivel global, fue recientemente aprobado en 
España y alcanza el 90% de RVS en los genotipos 1, 2, 3 y 4, incluso en grupos con 
características desfavorables (177, 190). Sin embargo, los DAA normalmente 
presentan una selectividad específica frente a genotipos concretos, provocan la 
aparición de mutaciones virales que producen resistencia al tratamiento y presentan 
efectos adversos adicionales a los del interferón (177, 190). En contraposición, 
actualmente se están desarrollando agentes dirigidos contra moléculas del huésped 
(HTA, del inglés Host-Targeted Agents) que actúan sobre factores celulares utilizados 
por el virus en distintas etapas de su ciclo (184). La ciclosporina A y el alisporivir, 
inhibidores de la ciclofilina A que facilita la replicación del HCV, y el miravirsen, 
antagonista del microRNA miR122 necesario para la replicación viral, son ejemplos de 
HTA que han demostrado ser eficaces frente a todos los genotipos y que no se 
asocian a la aparición de resistencia viral (184). No obstante, los HTA difícilmente 
desplazarán a los DAA ya que suelen ser menos potentes, requieren periodos de 
administración prolongados y presentan también efectos adversos.  
A la vista de los resultados de los ensayos clínicos más recientes, nuevas terapias con 
nuevos DAA o distintas combinaciones de DAA y HTA, con o sin interferón o ribarivina, 
disminuyen la resistencia viral y están revolucionando el tratamiento de la hepatitis 
crónica por HCV, con resultados muy cercanos al 100% de RVS en todos los 
genotipos y en pacientes con enfermedad hepática severa y/o trasplantados (165, 184, 
213). El ideal terapéutico actual persigue combinaciones de medicamentos 
administrados por vía oral y que no necesiten ser combinados con interferón (164). 
Este objetivo es posible a corto-medio plazo ya que muchos otros DAA se 
incorporarán en los próximos años al tratamiento estándar (213). Esta revolución 
terapéutica ha hecho pensar que la curación de todos los pacientes crónicamente 
infectados es factible y la eliminación a nivel mundial del HCV es teóricamente posible 
en un futuro próximo (163, 164). Sin embargo, los nuevos fármacos son muy caros y 
de difícil acceso, por lo que hay claras limitaciones económicas para alcanzar este 
objetivo, acentuadas en los países en desarrollo (165).  
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El virus de la hepatitis C 
Genoma y Estructura 
El HCV pertenece al género hepacivirus de la familia Flaviviridae. Es un virus con 
envuelta lipídica y genoma de 9,6 Kb de RNA de cadena sencilla y con polaridad 
positiva que codifica para una poliproteína de alrededor de 3000 aminoácidos (147). El 
marco de lectura (ORF) está flanqueado por regiones no traducidas (UTR) en ambos 
extremos que les confieren una estructura secundaria compleja esencial para la 
replicación y traducción viral (113, 199). El extremo 5’ UTR contiene una secuencia de 
entrada ribosomal interna (IRES, del inglés Internal Ribosome Entry Site) necesaria 
para la traducción (62, 98, 124) y un sitio de unión al microRNA miR122 que favorece 
la replicación (92). El extremo 3’ UTR tiene una secuencia poli-U/UC también crucial 
para la replicación (61, 221). La poliproteína viral es procesada por proteasas virales y 
celulares formando un total de 10 proteínas virales maduras: las estructurales core, E1 
y E2 y las no estructurales p7, NS2, NS3, NS4A, NS4B, NS5A y NS5B (113)     




Figura B –	  Estructura y organización del genoma del HCV. El RNA del HCV tiene un marco 
de lectura (ORF) (gris) flanqueado por las regiones 5’ y 3’ UTR. Su traducción dependiente del 
IRES, origina una poliproteína que es procesada co y postraduccionalmente dando origen a 10 
proteínas virales. La maduración de core es posible gracias a las señales de reconocimiento de 
peptidasas celulares como la peptidasa del péptido señal (SPP) (tijera rosa) y la peptidasa 
señal del retículo endoplásmico (SP) (tijeras verdes) que por su turno también procesa E1, E2 y 
p7. NS2 es la responsable de su autoprocesamiento (tijera azul). El complejo NS3-4A es el 
responsable de la liberación de las restantes proteínas virales: NS3, NS4A, NS4B, NS5A y 
NS5B (tijeras rojas). [Adaptado de Paul et al., 2014 (161).] 
Introducción 	  
38 Virgínia Gondar, 2015	  	  
Core es procesado por proteasas celulares dando origen a una proteína madura que 
forma homodímeros estabilizados por puentes disulfuro y que constituyen la 
nucleocápside viral (111). La cápside del HCV tiene una estructura icosaédrica de 
aproximadamente 20 nm que encapsula el genoma viral (83). Core tiene una 
secuencia altamente conservada entre distintos genotipos del HCV y presenta un 
marco de lectura alternativo a partir del cual se puede producir la proteína ARFP, de 
alternative reading frame protein, cuya función se desconoce (28, 211). 
E1 y E2 son glicoproteínas que forman heterodímeros que están anclados en la bicapa 
lipídica que envuelve la nucleocápside, formando la envuelta del virus (111). Están 
implicadas en varias etapas del ciclo viral: 1) la entrada viral, ya que median en la 
unión del virus a los receptores celulares; 2) la fusión entre la partícula viral y la 
membrana del endosoma temprano; y 3) el ensamblaje de viriones (111, 158, 206). 
p7 es una proteína integral de membrana que actúa como canal iónico. Su papel en el 
ciclo viral no está claramente establecido, aunque varios estudios indican que 
pertenece a la familia de las viroporinas y tiene un papel en la maduración y salida de 
la progenie viral (91, 162, 187, 197). 
NS2 es una proteína integral de membrana, no-glicosilada con actividad cisteín-
proteasa que promueve la rotura autoproteolítica de NS2/NS3. Es esencial para la 
formación del complejo de replicación viral y participa en el ensamblaje y producción 
de nuevos viriones (89, 91, 161, 175). 
NS3 forma un complexo enzimático junto con su cofactor NS4A. Este complejo es 
multifuncional y tiene dos dominios (111). El dominio serín-proteasa es responsable de 
la rotura entre las uniones NS4A/4B, NS4B/5A y NS5A/5B (146). El dominio RNA 
helicasa/NTPasa tiene capacidad de unión a RNA y de despliegue de estructuras 
secundarias de RNA que es esencial para la replicación viral y parece estar también 
involucrado en la fase inicial del ensamblaje viral (126). Ambos dominios son dianas 
atractivas para el diseño de DAA, como por ejemplo, el boceprevir y telaprevir (213).  
NS4B es una proteína de membrana poco caracterizada que induce alteraciones a 
nivel de las membranas del retículo endoplásmico (RE) para favorecer el anclaje de 
las proteínas del complejo de replicación viral (111, 199). También se postula como 
diana para el tratamiento (35). 
NS5A es una fosfoproteína con capacidad de unión a RNA que está involucrada en la 
replicación viral y en la modulación de la respuesta a interferón y otras vías de 
señalización en la célula infectada por el HCV (79). Por otro lado, también interactúa 
con factores celulares importantes para el ensamblaje y producción de virus infectivos 
(111, 146). Los nuevos DAA aprobados, daclatasvir y ledipasvir, están dirigidos contra 
esta proteína viral (135).  
Introducción	  
 
Nuevos papeles de clatrina y de las apolipoproteínas B y E en la infección por el HCV	   39 	  
NS5B es la RNA polimerasa dependiente de RNA responsable de la replicación del 
genoma viral. Esta polimerasa carece de actividad proof–reading, por lo que la tasa de 
mutación del HCV es una de las más altas conocidas para virus de RNA (156, 157, 
178). Esta elevada tasa de error es la responsable de la variabilidad genética del HCV, 
llevando a la existencia de 7 genotipos que difieren entre sí en un 30-35% de la 
secuencia de nucleótidos (151) y de 67 subtipos que difieren entre sí en un 20-25% 
(55, 194). Además, debido a la alta tasa de replicación viral un individuo infectado por 
el HCV presenta un amplio espectro de virus con variantes de secuencia denominadas 
“cuasiespecies” (128, 190). Esta capacidad para generar variantes permite al virus 
adaptarse a diferentes condiciones y escapar a la respuesta inmune, lo que favorece 
su persistencia en el huésped (178). Por estas razones, NS5B es una diana muy 
atractiva para intervención antiviral. Varios DAA, inhibidores de la actividad de esta 
polimerasa, se están desarrollando siendo el sofosbuvir el más conocido (195).  	  
La estructura tridimensional de la partícula del HCV no está claramente definida. Se 
han observado por microscopia electrónica de transmisión partículas víricas más o 
menos esféricas con un diámetro de 40-80 nm (66, 93, 108, 141, 222). Además, se ha 
demostrado que el HCV se asocia a lipoproteínas, preferentemente de muy baja 
densidad (VLDL), formando lipoviropartículas (LVP) (180, 190). Estas LVP son 
pleiomórficas, heterogéneas y de densidad baja (114, 161). Tanto las partículas víricas 
producidas in vitro como las aisladas del suero de pacientes tienen una infectividad 
específica más elevada a densidades más bajas (<1.1 g/mL) en comparación con 
otros virus de RNA con envuelta, siendo ésta una de las características propias del 
HCV (114, 161). Esta asociación entre el HCV y las lipoproteínas proporciona al virus 
protección frente a la neutralización por los anticuerpos del huésped y podría facilitar 
la entrada viral al interior de los hepatocitos (114).  
 
Ciclo viral 
El HCV circula por la sangre hasta llegar al hígado donde entra en contacto con la 
superficie basolateral de los hepatocitos (114). Estas células son altamente 
especializadas y exhiben una polaridad compleja con varios polos basolaterales y 
apicales (207). Los polos apicales forman el canalículo biliar y los basolaterales están 
de cara a los sinusoides del hígado donde captan y secretan gran variedad de  
metabolitos (17). Los hepatocitos son las únicas células capaces de replicar y 
ensamblar el HCV y de producir lípidos en forma de VLDL (207). El ciclo del HCV en 
los hepatocitos se resume brevemente en la Figura C. 
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Figura C – Esquema simplificado del ciclo del HCV. La entrada del HCV en los hepatocitos 
requiere su interacción sucesiva con varios correceptores celulares. El virus es internalizado 
mediante endocitosis dependiente de clatrina y dinamina, alojándose temporalmente en 
endosomas tempranos. La fusión entre las membranas viral y endosomal provoca la 
desencapsidación del genoma viral que es liberado al citoplasma. El RNA del HCV es 
inmediatamente traducido en el retículo endoplásmico rugoso (REr). La presencia de las 
proteínas virales en el RE provoca alteraciones en las membranas formándose estructuras 
denominadas membranous web donde el RNA viral se replica. Los viriones son ensamblados 
en el RE en proximidad a los lipid droplets (LD). Estas partículas pasan por una etapa de 
maduración, posiblemente en el Golgi, asociándose progresivamente a lípidos celulares hasta 




La entrada en los hepatocitos del HCV es un proceso complejo, altamente orquestado, 
que puede dividirse en cuatro fases: 1) unión inicial a la superficie del hepatocito;       
2) interacción con correceptores virales; 3) endocitosis mediada por clatrina; y 4) 
fusión endosomal (48, 225). La unión inicial del virus a la célula diana se establece a 
través de la interacción secuencial entre la superficie de la partícula viral y 
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determinadas proteínas de la superficie de los hepatocitos. La apolipoproteína E 
(apoE) asociada al virus interactúa con el receptor de lipoproteínas de baja densidad 
(LDL-R) y los glicosaminoglicanos (GAG) presentes en la superficie del hepatocito (86, 
88, 114). Tras la unión inicial, tienen lugar una serie de interacciones secuenciales y 
coordinadas con al menos cuatro proteínas integrales de membrana que actúan como 
correceptores: SR-BI, CD81, claudina-1 y ocludina (193).  	  
SR-BI (del inglés Scavenger Receptor type B class 1) (189, 223) se expresa 
fundamentalmente en el hígado localizándose sobre todo en la membrana basolateral 
de los hepatocitos (32, 181). Tiene importantes funciones fisiológicas ya que actúa 
como receptor de lipoproteínas (HDL, LDL y VLDL) (32, 114, 167). De hecho, SR-BI 
tiene una alta afinidad por las lipoproteínas asociadas a la partícula viral (51, 114). Su 
capacidad de transferencia de colesterol hace que estas lipoproteínas se disocien 
exponiendo la glicoproteína E2 (48, 193). Tras la transferencia lipídica, SR-BI se une a 
la región HVR1 (HiperVariable Region 1) de E2, permitiendo su unión a CD81.  
CD81 fue el primer receptor del HCV identificado por su capacidad de unión a E2 (12, 
29, 170). Es una proteína de membrana perteneciente a la familia de las 
tetraspaninas, de expresión ubicua y con localización mayoritaria en la región 
basolateral de los hepatocitos (32, 167). La asociación in vitro de E2 con CD81 activa 
varias vías de señalización celular, como las GTPasas H-Ras y Rho, el receptor de 
efrina A2 (EphA2) y el receptor del factor de crecimiento epidérmico (EGF-R), 
induciendo el tráfico lateral del virus a la zona donde se localizan las uniones 
intercelulares estrechas (TJ, del inglés Tight Junctions) (48, 114, 193, 225), 
formándose el complejo HCV-CD81-claudina-1 (125).  
Claudina-1 está asociada a TJ y se expresa predominantemente en el hígado (32, 
54). A pesar de que no hay evidencia de su interacción directa con las glicoproteínas 
de la envuelta viral, algunos estudios indican que participa en fases tardías de la 
entrada del HCV, en coordinación con CD81, facilitando su internalización (32, 54, 
114, 167). La interacción del virus con claudina-1 promueve la endocitosis del HCV de 
manera dependiente de clatrina y dinamina (48, 225). La importancia de la localización 
de claudina-1 en las TJ para la infección por HCV es controvertida, ya que algunos 
estudios sugieren que no es imprescindible para que ocurra la internalización de los 
viriones de HCV (72, 117).  
Ocludina es también una proteína asociada a TJ (63, 166) y es esencial en las fases 
tardías de la entrada del HCV (117). Aunque el mecanismo concreto sigue siendo 
desconocido, podría estar implicada en la fusión de las glicoproteínas del HCV en el 
interior de los endosomas (51, 114). Ocludina se acumula en el RE en células 
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infectadas por el virus, donde interacciona con E2 (15, 16). Tanto ocludina como CD81 
confieren el tropismo específico de especie al HCV (49, 50, 121, 173).  
 
Además de estas moléculas, se han descrito otros factores implicados en la entrada 
del HCV como el receptor de transferrina-1 (TfR1) (129) y el receptor de colesterol 
NPC1L1 (del inglés Niemann-Pick C1-Like 1) (185). TfR1 es un receptor de hierro, 
elemento que se acumula en el hígado de pacientes infectados con el HCV (71). Este 
receptor parece ser importante en un paso posterior a la unión a CD81, aunque el 
mecanismo específico no se conoce (129). El receptor de colesterol NPC1L1 se 
localiza en la zona apical y canalicular de los hepatocitos polarizados, donde participa 
en la absorción e internalización de colesterol de la bilis hacia los compartimentos 
endosomales del hepatocito (114). El papel específico de NPC1L1 en la entrada viral 
es desconocido pero todo indica que está relacionado con la incorporación de 
colesterol, apuntando así a que podría existir un paso de la partícula viral por la bilis 
antes de acceder definitivamente al interior de los hepatocitos (185). 
 
El HCV es internalizado por endocitosis mediada por clatrina (22, 41, 137). Clatrina 
está constituída por tres cadenas pesadas y tres cadenas ligeras y es el componente 
estructural de las vesículas que transitan desde la membrana plasmática, la red trans-
Golgi (TGN, del inglés Trans-Golgi Network) y algunos tipos de endosomas (99, 160). 
Dependiendo de la molécula a transportar, clatrina interactúa con distintos complejos 
adaptadores designados AP (del inglés Adaptor Protein). Estos complejos son 
heterotetraméricos y contienen dos subunidades grandes, una mediana y una 
pequeña (160). Hasta la fecha se han descrito 5 moléculas adaptadoras con funciones 
distintas, siendo AP-1, -2 y -3 las mejor estudiadas. AP-1 y AP-3 participan en eventos 
de tráfico intracelular entre el TGN y los endosomas, mientras que AP-2 es el principal 
complejo adaptador responsable del transporte de moléculas con motivos dileucina o 
con la señal de reconocimiento basada en tirosinas YXXΦ desde la membrana 
plasmática (99). Aunque se ha descrito que varios virus usan esta vía para su 
internalización (139), actualmente se desconocen los adaptadores implicados en la 
endocitosis del HCV. Por otro lado, está bien establecido que dinamina es la 
responsable de la escisión de vesículas recubiertas de clatrina que contienen el HCV 
(115, 117). A pesar de que han sido descritas otras vías alternativas de internalización 
del HCV in vitro, se cree que la endocitosis mediada por clatrina y dinamina sea la 
principal vía de entrada del HCV (133). 
Tras la internalización, el HCV se aloja temporalmente en endosomas tempranos 
(137). Estas vesículas pueden tener varios destinos posibles: su reciclaje y vuelta a la 
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superficie celular o su acidificación progresiva y tráfico hacia los lisosomas para la 
degradación de su contenido (48, 114). La interacción entre el virus, los correceptores, 
principalmente CD81 (191), y el pH acídico del endosoma causa reordenamientos a 
nivel de las glicoproteínas que provocan la fusión de las membranas viral y endosomal 
liberando el RNA viral al citoplasma (114). 
 
Replicación y Traducción 
La replicación del HCV es un proceso muy complejo que requiere la acción coordinada 
de proteínas virales y celulares. El RNA viral liberado en el citoplasma, al ser de 
polaridad positiva, puede ser directamente traducido por la maquinaria del huésped 
dando origen a la poliproteína viral que es procesada por proteasas celulares y virales 
(48, 51). Las proteínas no estructurales NS3, NS4A/B, NS5A y NS5B forman el 
complejo de replicación viral (84, 110). Para replicar su genoma, el HCV provoca 
alteraciones en las membranas del RE formando unas estructuras denominadas 
membranous web que funcionan como factoría de replicación. Esta red de membranas 
parece ser inducida por la presencia del complejo de replicación y tiene varias 
funciones: aumentar la concentración local de factores necesarios para una eficiente 
replicación; coordinar espacialmente el ciclo replicativo; y proteger las proteínas y RNA 
virales de las defensas antivirales del huésped (161). La fluidez de estas membranas 
es importante para la replicación y está regulada por la acumulación de colesterol. De 
hecho, se encuentran asociadas a lipid droplets (LD), orgánulos que funcionan como 
reservas de lípidos, que se han descrito tener un papel central en la coordinación de la 
síntesis del RNA y la morfogénesis viral (51). La replicación del HCV es dependiente 
del microRNA miR122 que estabiliza el extremo 5’ del RNA viral impidiendo su 
degradación (51, 193). El miR122, específico del hígado humano, es otro de los 
factores que puede explicar el tropismo hepático del HCV (60). 
La proteína clave en la replicación es NS5B, la polimerasa viral que sintetiza el RNA 
viral en 2 pasos. Primero, la síntesis de una cadena intermediaria de RNA de polaridad 
negativa usando como molde el genoma viral de polaridad positiva liberado en el 
citoplasma. Segundo, la síntesis de RNA de polaridad positiva a partir del 
intermediario producido anteriormente (51, 113). El mecanismo de regulación de la 
replicación y traducción viral no es totalmente conocido, pero parece claro que 
requiere la separación espacio-temporal de la proteína core y del complejo de 
replicación ya que ambos tienen alta afinidad por el RNA viral y entrarían en 
competición (161). Los genomas recién sintetizados pueden ser traducidos a nuevas 
proteínas virales, servir de molde para su replicación o ser ensamblados con las 
proteínas estructurales formando nuevos viriones (51). 
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Ensamblaje 
Tal como sucede en otros miembros de la familia Flaviviridae, el ensamblaje del HCV 
está altamente coordinado espacial y temporalmente con la replicación viral (111). 
Además, todas las proteínas virales participan en el ensamblaje del virus, ilustrando 
así la complejidad de esta etapa del ciclo del HCV (161). La morfogénesis de la 
partícula viral también requiere la acción coordinada con factores celulares y está 
estrechamente vinculada al metabolismo lipídico celular (51, 111, 114, 193). Tanto el 
ensamblaje como la secreción de viriones son procesos muy difíciles de observar en 
células infectadas, lo que sugiere que son acontecimientos raros y/o muy rápidos (51, 
161). A pesar de que no se conoce exactamente cual es su mecanismo, la hipótesis 
más consensuada postula que el ensamblaje del HCV empieza en la superficie de los 
LD citosólicos (cLD) a través de un proceso denominado budding o gemación (193). 
 
	  	  
Figura D – Modelo de ensamblaje del HCV. El RNA viral producido en las factorías de 
replicación es transferido a la zona de ensamblaje viral a través de la acción de las proteínas 
virales NS5A, core y posiblemente NS3-4A. La interacción entre p7, NS2 y NS3-4A permite el 
reclutamiento de la proteína viral core a las zonas de formación de la nucleocápside. El 
ensamblaje de las partículas virales es dependiente del reclutamiento de las glicoproteínas E1 
y E2 y del budding hacia el lumen del RE. 	  	  
En primer lugar, core es transferido a los cLD, donde se acumula progresivamente 
(111). Este reclutamiento de core requiere la intervención de proteínas celulares como 
la fosfolipasa citosólica A2 (PLA2) y la diacilglicerol acetiltransferasa-1 (DGAT1), 
ambas también necesarias para la formación y la homeostasis de los LD (74, 114, 
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138). La acumulación de core induce un cambio en la distribución de los cLD a la zona 
perinuclear donde se reclutan las demás proteínas virales necesarias para el 
ensamblaje (Figura D). El dominio de unión a RNA de core facilita la incorporación del 
RNA viral en la nucleocápside, posiblemente con la participación de NS5A, que 
contiene un dominio de unión al complejo core-LD (10). NS5A parece actuar en un 
paso previo al ensamblaje, quizás bloqueando la replicación, promoviendo el 
ensamblaje del genoma viral y regulando el tráfico de core con la asistencia de p7 y 
NS2 (5, 131). El complejo NS3-4A es reclutado por NS2 e interviene en los estadios 
tempranos del ensamblaje reclutando a los cLD que contienen core (44). Al tener un 
dominio de unión a RNA, NS3-4A podría intervenir en el reclutamiento del RNA viral a 
core ayudando así a la formación de la nucleocápside (111). La asociación entre core 
y los LD es muy dinámica ya que la proteína viral necesita ser recuperada de su 
superficie hacia los sitios de budding en el RE. En este sentido, core posee un dominio 
conservado YXXΦ que interactúa con la subunidad mu1 del adaptador 2 de clatrina 
(AP2M1), el cual ha demostrado ser esencial en su recuperación de los cLD y su 
posterior ensamblaje (152, 193). Se ha descrito que inhibidores de la activación de 
AP2M1 bloquean el ensamblaje viral (153).  
Por otro lado, las glicoproteínas E1 y E2 quedan retenidas, durante su síntesis, en el 
RE formando heterodímeros (44). Estos heterodímeros necesitan migrar hasta la 
proximidad de los cLD para formar la envuelta viral externa. Las proteínas virales p7 y 
NS2 interaccionan entre sí (175) y con los heterodímeros E1E2 facilitando su 
migración (44, 51, 196). Además, NS5A interactúa con apoE (19) y anexina A2 (7), 
ambas necesarias para el ensamblaje viral. Las restantes proteínas no estructurales 
NS4B y NS5B han sido también implicadas, aunque su papel concreto en el 
ensamblaje del HCV no es conocido (111). 
 
El ensamblaje del HCV presenta varias coincidencias con la generación de VLDL en el 
hígado humano (51). Las VLDL son reservorios de lípidos que circulan por la sangre 
transportando triglicéridos (TG) desde el hígado hacia los tejidos periféricos donde son 
almacenados o consumidos como fuente de energía (111, 199). Las VLDL son ricas 
en colesterol y ésteres de colesterol (EC) y están recubiertas por una única molécula 
no intercambiable de apolipoproteína B (apoB), asociándose con otras 
apolipoproteínas intercambiables como apoE, C1, C2, C3 y A5 (111, 199). La 
biosíntesis de las VLDL ocurre en dos pasos. Primero, apoB incorpora y encapsula 
lípidos y se transloca al RE formando una VLDL precursora (10). El correcto 
plegamiento de apoB requiere que la proteína microsomal de transferencia (MTP, del 
inglés Microsomal Transfer Protein) transporte TG y EC hacia el lumen del RE (114). 
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Posteriormente, este precursor de VLDL es progresivamente lipidado, formando una 
VLDL madura que es secretada a través del Golgi usando la vía COPII (del inglés 
COated Protein complex II) (114). Unos modelos sugieren que la lipidación de estos 
precursores se hace por fusión con LD que contienen apoE y apoC en el RE, mientras 
que otros defienden que esta lipidación secundaria ocurre en un compartimento post-
RE, probablemente el Golgi (111).  
Se ha demostrado que inhibidores de la MTP bloquean la generación de VLDL y la 
producción de partículas virales (65, 78, 87). También se ha estudiado in vitro el papel 
de las diferentes isoformas de apoE en la producción de HCV, siendo las isoformas E3 
y E4 las que permiten recuperar la infectividad del virus tras el silenciamiento previo de 
apoE (75). Las partículas virales producidas en cultivo celular (HCVcc) son 
eficientemente neutralizadas e imunoprecipitadas por anticuerpos frente a apoE y 
apoC1 (143) y su producción se reduce tras el silenciamiento de la expresión de apoE 
(39, 161). Hueging y colaboradores han señalado que la expresión de apoE en líneas 
celulares no hepáticas hace que éstas sean capaces de producir partículas infectivas 
del HCV (80). Este dato sugiere que el tropismo hepático del HCV podría también ser 
dependiente de la abundancia de apoE en el hígado. Además, apoE interactúa con las 
glicoproteínas E1 y E2 (27, 87, 106) por lo que es probable que pueda promover la 
infectividad del HCV al facilitar la entrada viral por su afinidad con algunos 
correceptores (193). Asimismo, estudios in vitro en células polarizadas han 
demostrado que E1 y E2 son secretadas en asociación con lipoproteínas (82). Todos 
estos datos hacen pensar que la partícula viral está también constituída por 
apoliproteínas. Concretamente, las partículas víricas aisladas del suero de pacientes 
infectados (HCVs) están asociadas a las apolipoproteínas A-I, B48, B100, C1, C2, C3 
y E mientras que las HCVcc están asociadas a las apolipoproteínas A-I, C1 y E pero 
su asociación con apoB es aún discutida (10, 38, 141). Algunos grupos han 
documentado la dependencia del ensamblaje de HCV de la expresión de apoB (65, 
78, 150) mientras que Jiang y Luo han demostrado que el ensamblaje es sólo 
dependiente de apoE y no de apoB (87). Igualmente Coller y colaboradores han 
visualizado el tráfico de partículas víricas en asociación con apoE pero no con apoB 
(42). Estas discrepancias son sorprendentes ya que apoB es fundamental en la 
formación de VLDL, lo que parece sugerir que el ensamblaje del HCV depende de los 
LD del lumen del RE que contengan apoE y no de la completa formación de las VLDL 
(111). Así, las LVP de HCV pueden resultar de la fusión de la partícula vírica con un 
precursor de VLDL formado en el RE (10). Actualmente, el mecanismo por el cual las 
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Maduración y Secreción 
Las nuevas partículas del HCV transitan a través de la vía secretoria hacia el Golgi 
donde maduran adquierendo lípidos antes de su exocitosis en la superficie celular (66, 
114). Las partículas intracelulares de HCVcc tienen una densidad más alta que las 
partículas extracelulares y adquieren su baja densidad en un compartimento post-RE 
probablemente en el Golgi (65, 67). El aumento del contenido lipídico de la partícula 
disminuye su densidad y enmascara epítopos virales que podrían ser reconocidos por 
el sistema inmune (206). Estos datos indican que las partículas virales ensambladas 
pasan por un proceso de lipidación similar al de las VLDL (10).  
La vía ESCRT (del inglés Endossomal-Sorting Complex Required for Transport) ha 
sido propuesta como necesaria para la secreción del HCV (6). Este sistema es 
explotado por muchos virus con envuelta para su secreción y está involucrado en la 
fisión y gemación de vesículas desde el citoplasma y en la formación de cuerpos 
multivesiculares (111). Varios trabajos han demostrado que la liberación de viriones 
del HCV in vitro es dependiente de la presencia de componentes de esta vía, pero su 
implicación en el ensamblaje de virus infectivos es controvertida (114, 200). La 
hipótesis más probable defiende que la maquinaria ESCRT es necesaria en un paso 
posterior al ensamblaje viral, como el tráfico hacia un compartimento secretorio 
intermedio, pero que no estaría implicada en el ensamblaje de nuevos viriones. En 
este sentido, se ha observado in vitro el tráfico de partículas de HCV a través de 
compartimentos endosomales tempranos y tardíos (104). Además, se ha confirmado la 
colocalización de core con marcadores endosomales y se ha demostrado su tráfico a 
través del Golgi antes de ser liberado en la membrana plasmática en un proceso 
dependiente de VAMP-1 (del inglés Vesicle-Associated Membrane Protein-1) (42). 
Otros estudios, utilizando distintas técnicas de microscopia, han podido demostrar el 
tráfico intracelular de core desde los LD hacia partículas víricas en un proceso 
dependiente de la interacción con NS2 y NS3-4A y en asociación con apoE, circulando 
a través de la vía secretoria celular (42, 44). De igual forma, Gastaminza y 
colaboradores han observado una acumulación intracelular de partículas infecciosas 
en células tratadas con brefeldina A (BFA), un potente inhibidor del tráfico RE-Golgi 
(65). Por otro lado, las glicoproteínas E1 y E2 localizadas en la superficie del virus 
están modificadas postraduccionalmente (5). Estudios in vitro han demostrado que 
están N-glicosiladas y contienen gran cantidad de manosa, aumentando así la 
resistencia acídica de la partícula, sugiriendo una vez más que las partículas víricas 
ensambladas transitan por el Golgi (73, 206, 208). Durante su tráfico hacia la 
membrana plasmática, el HCV es protegido por la viroporina p7, que estabiliza la 
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partícula protegiéndola del ambiente acídico de los compartimentos por los cuales 
viaja hacia el exterior celular (10, 114, 219). Conjuntamente estos datos confirman el 
flujo de viriones infectivos, usando un compartimento endosomal, a través del Golgi en 
la ruta secretoria celular (111).  
 
Transmisión viral célula a célula 
El HCV infecta los hepatocitos a través de dos vías: utilizando la sangre sinusoidal 
como medio de difusión, denominada de transmisión extracelular o libre de células 
(cell-free), o por transmisión célula a célula mediante la cual los virus se transmiten 
directamente de una célula infectada a una célula adyacente no infectada (36, 148, 
203, 218). Esta última sólo se ha confirmado in vitro (30, 203, 205), pero la presencia 
de grupos de hepatocitos infectados en el hígado de pacientes infectados por el HCV 
(109) y el hecho de que los anticuerpos aislados de pacientes sean incapaces de 
alcanzar el control de la infección in vivo, aunque tengan una capacidad de 
neutralización in vitro de casi 100%, hacen pensar que esta vía de diseminación viral 
puede ser importante in vivo (11, 47, 119). De hecho, otros virus como el virus 
linfotrópico humano de células T tipo 1 (HTLV-1, del inglés Human T-linfotropic Virus-
1) (171) o el HIV-1 (130) utilizan este tipo de transmisión como principal modo de 
difusión. La transmisión célula a célula podría constituir un modo de propagación que 
permite al virus eludir las respuestas inmunes, ayudando a su perpetuación en el 
parénquima hepático (36), y ser por tanto determinante en la patogénesis del HCV 
(188). Incluso podría ser una ruta de diseminación muy importante para ciertas cepas 
virales resistentes a inhibidores de la entrada del HCV (220). 	  
Varios estudios han confirmado que SR-BI (30, 142), ocludina (30), claudina-1 (30, 
203), EGF-R, EphA2 y NPC1L1 (9, 125) son necesarios para la infección célula a 
célula del HCV in vitro. Sin embargo, el papel de CD81 es controvertido (30, 48, 218) y 
el TfR1 no parece estar implicado (9). Además, trabajos previos han mostrado que la 
encapsidación del genoma del HCV (30) y la presencia de las glicoproteínas de la 
envuelta (202) son necesarias para la transmisión célula a célula del HCV. Además, 
parece ser transversal a todos los genotipos virales (30). Recientemente, dos estudios 
diferentes han mostrado resultados contradictorios en cuanto al papel de apoE: 
Hueging y colaboradores mostraron que apoE está implicada en la transmisión célula 
a célula del HCV en las células no hepáticas 293T (80), mientras que Barretto et al. no 
observaron ningún efecto en este tipo de infección tras interferir apoE, apoB o MTP 
(9). Finalmente, cabe destacar que los mecanismos de ensamblaje, maduración y 
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Modelos celulares in vitro 
 
El estudio del HCV es posible en gran medida gracias a la disponibilidad de cultivos 
celulares que permiten reproducir etapas concretas o la totalidad del ciclo viral. Estos 
sistemas permiten estudiar la entrada, la replicación, el ensamblaje y/o la secreción de 
viriones (Figura E), por lo que son fundamentales para estudiar las interacciones entre 




Figura E – Sistemas celulares para el estudio in vitro del HCV. El sistema de 
pseudopartículas del HCV (HCVpp) utiliza células 293T para producir partículas retrovirales 
pseudotipadas con las glicoproteínas virales del HCV que permiten el estudio de la entrada 
viral del HCV en células Huh7 o sus derivadas. Estas partículas retrovirales contienen un gen 
reportero que permite la identificación de las células infectadas. El replicón permite la expresión 
y autorreplicación estable del genoma de HCV en células Huh7 y sus derivadas. El sistema de 
cultivo celular del HCV (HCVcc) permite, tras electroporar el RNA viral en células Huh7, 
producir partículas virales asociadas a lipoproteínas que son capaces de reproducir el ciclo viral 
completo en células naïve. [Adaptado de Steinmann y Pietschmann, 2013 (198).] 
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HCVpp 
El sistema de pseudopartículas del HCV (HCVpp) es utilizado únicamente para el 
estudio de las etapas iniciales de la infección por el HCV de una forma independiente 
del resto del ciclo viral (12, 207, 217). La unión inicial y la internalización de estas 
pseudopartículas se hacen a través de glicoproteínas virales funcionales que 
reproducen la entrada natural del HCV pudiendo incluso ser neutralizadas con 
anticuerpos frente a E1 y E2 y con suero de pacientes (76, 207). La infección por 
HCVpp conlleva la liberación de una cápside retroviral en el citoplasma de la célula 
diana, siguiéndose posteriormente la expresión de un gen reportero, como luciferasa u 
otra proteína fluorescente, que permite una rápida detección de eventos de entrada 
productivos (198, 207). La gran limitación de las partículas HCVpp reside en que la 
asociación con las lipoproteínas no puede ser reproducida (207).  
 
Replicones 
Los replicones son construcciones que fueron generadas a partir del RNA viral aislado 
de un paciente infectado con el HCV (120). Estas construcciones son capaces de 
replicarse autónomamente cuando son transfectadas en una línea celular de 
hepatoma ya que presentan mutaciones adaptativas que facilitan la replicación del 
HCV in vitro (102). Este sistema ha hecho posible la identificación de células 
permisivas a la replicación viral (23) y el estudio de determinantes tanto virales como 
celulares necesarios para la replicación del HCV, independientemente de la entrada y 
el ensamblaje viral (217). Los replicones pueden ser subgenómicos, presentando 
deleciones en las proteínas estructurales, p7 y NS2 en el genoma 1b del HCV (120) o 
genómicos, expresando el marco de lectura completo del HCV (169). Estos últimos 
replican eficientemente en cultivo celular pero no producen partículas víricas 
infecciosas, probablemente debido a que las mutaciones adaptativas que permiten su 
autorreplicación interfieren con la producción de partículas infecciosas o a que éstas 
no interaccionan con algún factor celular esencial para su formación (217). El 
desarrollo de los replicones genómicos facilitó la caracterización del primer genoma 
que replica in vitro sin necesidad de mutaciones adaptativas y que es la base para el 
sistema más ampliamente usado actualmente: el JFH-1 (94, 95). 
 
HCVcc 
En 2005 varios laboratorios establecieron una cepa de HCV del genotipo 2a capaz de 
replicar y producir partículas infectivas en cultivo celular (HCVcc) (112, 210, 224). Esta 
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cepa representa la secuencia consenso del virus aislado a partir del suero de un 
paciente japonés con hepatitis fulminante (JFH-1, del inglés Japanese Fulminant 
Hepatitis-1). El sistema HCVcc permite producir auténticas partículas de HCV en 
líneas celulares hepáticas electroporadas in vitro con el RNA del aislado JFH-1 (207) 
siendo capaces de infectar células naïve y modelos animales susceptibles (217). Este 
sistema significó un avance crucial en la investigación del HCV ya que por fin se podía 
estudiar, al menos in vitro, todo el ciclo viral.  
El sistema HCVcc ha permitido confirmar varios logros científicos incluyendo la 
identificación de los correceptores virales, inicialmente caracterizados usando 
proteínas recombinantes, anticuerpos y el sistema HCVpp (112). Posteriores mejoras 
en este sistema mediante la inserción de genes reporteros, del tipo luciferasa o la 
proteína verde fluorescente GFP, permitieron una rápida y sensible detección de la 
replicación e infección (207). Posteriormente, se han aislado otros clones como H77-S 
(genotipo1a), JFH-2 (genotipo 2a), Con1 y NC1 (genotipo 1b), aunque sus títulos de 
virus obtenidos en cultivo celular siguen estando por debajo del JFH-1 (207). 
Cabe destacar que el sistema JFH-1 per se no es el más optimizado para estudiar la 
replicación y propagación del HCV en cultivo celular (198). En este sentido, se han 
generado genomas quiméricos en los que las proteínas estructurales de otros 
genotipos del HCV se han fusionado a las proteínas no estructurales del JFH-1, ya 
que estas últimas son necesarias para una replicación más eficiente (168). La quimera 
J6/JFH-1 o Jc1 produce títulos virales superiores y es previsible que desplace, en 
algunas aplicaciones, al sistema JFH-1 en el futuro (168).  
 
Líneas celulares permisivas 
Los hepatocitos humanos primarios son el sistema celular in vitro que mejor reproduce 
la infección natural del HCV en el hígado (198). Sin embargo, su uso es limitado ya 
que son difíciles de obtener y presentan una variabilidad elevada entre donantes. 
Además, la rápida pérdida de los marcadores de diferenciación hepatocitaria en cultivo 
supone un reto experimental añadido (198, 207). Estas limitaciones hacen que sean 
utilizados para la validación de resultados obtenidos en líneas celulares inmortalizadas 
(207). 
La línea celular más utilizada para estudiar la infección in vitro del HCV es la línea 
Huh7 derivada de un hepatoma humano. Sin embargo, su alta variabilidad intrínseca, 
incluso entre lotes de células utilizadas en distintos laboratorios, unido a variables 
como el número de pases y la densidad celular, hace que los niveles de replicación y 
la eficiencia de infección no sean homogéneos (198). Como alternativa, se han 
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establecido varios clones derivados de Huh7 con elevada permisividad a la replicación 
como Huh7.5, Huh7.5.1 y Huh7-Lunet. En concreto, la línea Huh7.5 es altamente 
permisiva a la replicación del HCV, lo cual permite la generación de HCVcc con títulos 
suficientemente altos para generar una nueva infección en células naïve de manera 
reproducible, sensible y robusta. Varios sistemas reporteros, basados en la expresión 
estable de GFP, han sido ya establecidos en estas células con el objetivo de aumentar 
la rapidez y sensibilidad en la detección de eventos de infección (90).  
Una desventaja de la línea Huh7 y sus derivadas es que no presentan una polaridad 
celular ni expresan los marcadores de diferenciación característicos de los hepatocitos 
humanos (46). El cultivo de Huh7 en Matrigel logra reproducir la arquitectura 
tridimensional y polarización celular típica de los hepatocitos, desarrollando unas 
estructuras semejantes a protocanalículos biliares. En estas condiciones, se reproduce 
el ciclo infectivo completo del HCV, generándose una progenie viral infecciosa y con 
propiedades fisicoquímicas semejantes a las de las HCVs (144).  
Otra desventaja de la línea Huh7 es que la producción y secreción de VLDL está 
alterada y, como consecuencia, no producen verdaderas LVP (207). De hecho, la 
densidad de las partículas virales producidas en Huh7 es considerablemente más alta 
que las producidas en cultivos de hepatocitos primarios, ratones humanizados o 
chimpancés, siendo además su infectividad más baja (207). Continua siendo 
necesario desarrollar un modelo celular donde se produzcan VLDL maduras, se 
formen viriones que se asemejen a las LVP encontradas in vivo y con niveles 
































1. Estudiar el papel de clatrina en fases tardías del ciclo del HCV. 
 
a. Analizar el posible papel de clatrina y de la proteína adaptadora AP-1 en 
el ensamblaje y salida del HCV. 
b. Estudiar el mecanismo a través del cual clatrina participa en las fases 
tardías del ciclo viral del HCV. 
 
2. Caracterizar el papel de las apolipoproteínas B y E en la transmisión 
célula a célula del HCV. 
 
a. Desarrollo de un sistema celular para el estudio la transmisión célula a 
célula del HCV. 
b. Análisis de papel de las apolipoproteínas B y E en la infección célula a 
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Materiales y Métodos 
 
Líneas celulares 
En este trabajo se han utilizado las líneas celulares humanas Huh7 y sus derivadas, 
Huh7-Lunet-N, Huh7-Con1, Huh7.5, Huh7.5-GFP-MAVS, Huh7.5-shApoE y la línea 
celular 293T. Todas se cultivaron a 37ºC y 5% de CO2 con medio Dulbecco's Modified 
Eagle Medium (DMEM) (Gibco) suplementado con 10% de suero bovino fetal (FBS) 




La línea celular hepática Huh7 (Japanese Collection of Research Bioresources Cell 
Bank®, JCRB0403) fue obtenida a partir de un carcinoma hepatocelular. Es una línea 
ampliamente utilizada en estudios in vitro de la infección por el HCV. 
Huh7.5 
Línea celular derivada de un clon de Huh7 que inicialmente expresaba un replicón 
genómico del HCV genotipo 1b que fue eliminado tras tratamiento con interferón alfa. 
Estas células son altamente permisivas a la replicación, por lo que se han utilizado 
para determinar la infectividad de sobrenadantes y lisados celulares. Las células 
Huh7.5 fueron cedidas por el Dr. Chisari (Scripps Research Institute, La Jolla, 
California, EEUU) para su uso en nuestro laboratorio. 
Huh7-Lunet-N 
Clon derivado de las células Huh7-Lunet. Su particularidad radica en que, mientras las 
Huh7-Lunet expresan bajos niveles del receptor viral CD81, en las Huh7-Lunet-N no 
se detecta su expresión lo que impide por completo la entrada viral. Estas células no 
se pueden infectar con HCVcc pero el RNA de HCV puede ser incorporado por 
métodos alternativos como la electroporación, generándose así nueva progenie viral 
infectiva. Línea cedida por el Dr. Pietschmann (Twincore, Hanover, Alemania). 
Huh7-Con1 
Clon celular obtenido tras la expresión estable de un replicón genómico del HCV 
genotipo 1b (Con1, EMBL: AJ238799) junto al gen de resistencia a neomicina/G418 en 
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la línea Huh7 (120). Los plásmidos con los replicones genómicos del HCV fueron 
cedidos por el Dr. Bartenschlager (Heidelberg University, Heidelberg, Alemania). 
Huh7.5-GFP-MAVS 
Línea celular policlonal generada por transducción retroviral de la construcción GFP-
MAVS en las células Huh7.5 siguiendo el protocolo descrito por Jones y colaboradores 
(90). El vector contiene la porción C-terminal de la proteína mitocondrial de 
señalización antiviral (MAVS, del inglés Mitochondrial AntiViral-Signaling protein), 
también llamada proteína estimuladora 1 del promotor de interferón beta (IPS-1, del 
inglés Interferon-beta Promoter Stimulator-1), substrato natural de las proteasas 
virales NS3-4A, fusionada a la proteína verde fluorescente (GFP). En células no 
infectadas, la fluorescencia se localiza en la mitocondria coincidiendo con la 
localización natural de la proteína MAVS. Tras la infección con HCVcc, las proteasas 
NS3-4A cortan MAVS liberándose así la GFP que es traslocada al citoplasma. Este 
sistema permite la identificación por microscopia de células infectadas por HCVcc. La 
selección de las células transfectadas es posible al poseer la construcción el gen de 
resistencia a neomicina/G418. Estas células fueron cedidas por nuestro colaborador el 
Dr. Koutsoudakis (IDIBAPS, Hospital Clínic, Barcelona).  
Huh7.5-shApoE 
Estas células se generaron mediante transfección de células Huh7.5 con shRNA 
contra apoE y posterior selección con puromicina por nuestros colaboradores los Drs. 
Hishiki y Shimotohno (Research Institute, Chiba Institute of Technology, Narashino, 
Japón) (75). 
293T 
La línea celular de riñón embrionario humano 293T (ATTC CRL-3216) fue cedida por 
la Dra. Paula Río Galdo (CIEMAT, Madrid) y utilizada exclusivamente para la 
producción de pseudopartículas retrovirales con proteínas de la envuelta de distintos 
virus (ver apartado Generación de partículas retrovirales pseudotipadas). 
 
Cultivos polarizados de Huh7 
Para obtener cultivos celulares altamente polarizados, las células Huh7 fueron 
sembradas sobre Matrigel (BD Biosciences) siguiendo el protocolo descrito 
previamente por nuestro grupo (144) con algunas modificaciones. Concretamente, en 
primer lugar se depositó 100 µl de Matrigel al 50% en DMEM completo, en placas de 
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48 pocillos o en cámaras de 8 pocillos (Nalge Nunc International) y se incubó 30 min a 
37ºC. Posteriormente se sembraron 5x103 células sobre este gel y se dejaron proliferar 
durante seis días. La polaridad epitelial de los cultivos se confirmó por 
inmunofluorescencia usando el marcador ZO-1. 
 
Plásmidos y vectores retrovirales 
Plásmidos para la producción de partículas retrovirales pseudotipadas  
• Empaquetamiento 
El plásmido pCMV-gag-pol codifica para la poliproteína retroviral gag-pol del HIV-1 que 
facilita la replicación y la encapsulación de las pseudopartículas. Fue cedido por el Dr. 
Cosset (Université de Lyon, Lyon, Francia). 
• Envueltas Virales 
El plásmido phCMV-H77 contiene la secuencia de las glicoproteínas E1 y E2 de la 
envuelta de un aislado del HCV genotipo 1a, cepa H77. El plásmido phCMV-RD114, 
contiene la secuencia de la envuelta del virus felino RD114. Estas construcciones 
fueron cedidas por el Dr. Cosset. El vector pVSV-G (Clontech Laboratories Inc.) 
codifica para la proteína G de la envuelta del virus de la estomatitis vesicular (VSV, del 
inglés Vesicular Stomatitis Virus). El vector pcDNA3.1 (+) (Invitrogen) es un vector 
vacío usado como control. 
• Vector de transferencia 
El vector pNL4.3R-E- luc fue cedido por el Dr. Landau a través del programa de 
reactivos del NIH AIDS. Contiene los elementos necesarios para generar un retrovirus 
defectivo de un solo ciclo de infección ya que, al carecer de las proteínas de la 
envuelta viral, no puede propagarse. Además codifica para la proteína 
bioluminescente luciferasa, utilizada para cuantificar la eficacia de la entrada viral. 
Plásmido para la producción de HCV en cultivo celular 
El plásmido pJFH-1 ha sido utilizado para la producción de HCVcc tras electroporación 
de la línea Huh7 (ver apartado Producción de HCV en cultivo celular). Fue cedido por 
los Drs. Wakita y Rice a través de Apath, L.L.C New York, EEUU. 
Plásmidos para la expresión ectópica de apoE 
Para expresar ectópicamente las distintas variantes de la isoforma 3 de apoE (apoE3) 
en las células Huh7.5-shApoE, se utilizaron plásmidos que permiten expresar apoE3 
wildtype, pCAG-apoE3; apoE3 fusionada a la señal de retención en el RE KDEL, 
Materiales y Métodos 	  
62 Virgínia Gondar, 2015	  	  
pCAG-apoE3-KDEL; y el vector vacío, pCAG-control. Los plásmidos fueron cedidos 
por nuestros colaboradores los Drs. Hishiki y Shimotohno.  
 
Anticuerpos primarios y secundarios 
NOMBRE ESPECIE CASA COMERCIAL USO 
Anti-p53 (DO-1) Ratón  Santa Cruz Biotechnology WB 
Anti-alfa-1-antitripsina Ratón Abcam WB 
Anti-adaptina gama (AP-1) Ratón BD Biosciences WB, IF 
Anti-AP50 (AP-2 subunidad 
media) Ratón BD Biosciences WB 
Anti-apoB Cabra Calbiochem WB, IF, IP 
Anti-apoE Cabra Calbiochem WB, IF, IP 
Anti-CHC (cadena pesada 
de clatrina) Conejo  Abcam WB, IF 
Anti-HCV core (C7-50) Ratón Santa Cruz Biotechnology WB, IF, ICQ 
Anti-TfR1-FITC Ratón  BD Biosciences IF 
Anti-ZO-1 Conejo  Life Technologies IF 
Anti-CD81 (clon 1.3.3.22) Ratón Santa Cruz Biotechnology IF 
Anti-CD81 (clon 5A6)  Ratón Santa Cruz Biotechnology WB 
Anti-ocludina Conejo Zymed WB, IF 
Anti-claudina-1 Conejo Zymed WB, IF 
Anti-SR-BI  Conejo Novus Biologicals WB, IF 
Anti-EEA1 Ratón Cell Signaling Technology WB, IF 
Anti-LAMP1 Conejo Abcam WB, IF 
Anti-ratón-HRP Cabra Invitrogen WB, ICQ (secundario) 
Anti-conejo-HRP Cabra Invitrogen WB (secundario) 
Anti-cabra-HRP Conejo  Invitrogen WB (secundario) 
Anti-conejo-Alexa 488 Cabra Molecular Probes, Inc. IF (secundario) 
Anti-ratón-Alexa 488 Cabra Molecular Probes, Inc. IF (secundario) 
Anti-cabra-Alexa 647 Asno  Molecular Probes, Inc. IF (secundario) 
Anti-cabra-Alexa 568 Asno Molecular Probes, Inc. IF (secundario) 
Anti-ratón-Alexa 568 Cabra Molecular Probes, Inc. IF (secundario) 
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NOMBRE ESPECIE CASA COMERCIAL USO 
Anti-conejo-Alexa 568 Cabra Molecular Probes, Inc. IF (secundario) 
Anti-conejo-Alexa 647 Cabra Molecular Probes, Inc. IF (secundario) 
IgG control Cabra Santa Cruz Biotechnology IP 
WB, western blot; IF, inmunofluorescencia; IP, inmunoprecipitación; ICQ, inmunocitoquímica. 
 
Western blot 
Las células se lisaron con Laemmli 2X a 100ºC, 5 min. Las proteínas de las muestras 
se separaron mediante electroforesis SDS-PAGE en geles de acrilamida. 
Posteriormente se transfirieron a membranas de nitrocelulosa (BioRad) a 400 mA 
durante 1 h 30 min para proteínas de bajo peso molecular, o a 200 mA durante 16 h 
para proteínas de alto peso molecular. Las membranas se bloquearon con leche 
descremada al 5% en solución salina Tween-Tris (T-TBS) durante 30 min a 
temperatura ambiente. Los anticuerpos primarios se incubaron a 4ºC toda la noche y 
los secundarios a temperatura ambiente durante 45 min. En el revelado se utilizó el Kit 
Supersignal West Chemiluminescent Reagent Dura, Pico o Femto (ThermoScientific), 
dependiendo del caso. Las membranas se revelaron con películas radiográficas o con 
el instrumento Intelligent Dark Box II de Fujifilm. Para la obtención de la señal 
mediante densitometría se usó el software libre ImageJ 1.46r. 
 
Inmunofluorescencia 
Para las inmunofluorescencias, las células se cultivaron sobre cubres o en cámaras de 
8 pocillos, dependiendo del experimento. Las células se fijaron con paraformaldehído 
al 4% en tampón fosfato salino (PBS) a temperatura ambiente y se permeabilizaron 
con NP-40 al 0,1% en PBS. Posteriormente, las células se incubaron con la solución 
de bloqueo TNB (0,1 M Tris-HCl; 0,15 M NaCl; 0,5% agente bloqueante de Boehringer 
Mannheim GmbH) durante 30 min a 37ºC. Los anticuerpos primarios se incubaron 
durante 1 h y los secundarios 20 min, ambos a 37ºC, en oscuridad y en cámara 
húmeda. Los núcleos se tiñeron con DAPI (Pierce). Los cristales se montaron usando 
el medio Dako Fluorescent Mounting Medium (DAKO) y las cámaras con PBS 
manteniendo así las muestras húmedas. Las preparaciones se analizaron con un 
microscopio confocal Leica TCS-SP5 (Leica Microsystems).  
Para los estudios de colocalización, se hicieron 5 secciones ópticas del plano xy, 
espaciadas por 0,6-0,8 µm en el plano z, en 20 células distintas. Los coeficientes de 
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Mander (fluorescencia del marcador A (core), que colocaliza con la fluorescencia del 
marcador B (AP-1, apoE, EEA1 y LAMP-1) se calcularon para cada célula usando el 
plugin JACop del programa ImageJ. 
 
Producción de HCV en cultivo celular 
Para la generación de partículas de HCVcc se utilizó el plásmido pJFH-1 y el protocolo 
anteriormente publicado con algunas modificaciones (96). 
Digestión y preparación del plásmido pJFH-1 
20 µg del DNA plásmidico pJFH-1 fueron digeridos con la enzima de restricción XbaI 
(New England Biolabs). El producto de la reacción se purificó por extracción con      
100 µL de fenol:cloroformo:alcohol isoamílico (25:24:1 vol./vol./vol.) (Pierce). Se agitó 
con el vórtex y se centrifugó a 12000 g durante 15 min a temperatura ambiente. Se 
separó y se precipitó la fase acuosa con 0,1 vol. de acetato sódico 3 M, 3 vol. de 
etanol al 100% y 0,01 vol. de glicógeno (Invitrogen) a -70ºC, 20 min. A continuación, 
se centrifugó el precipitado a 12000 g 20 min a 4ºC y se resuspendió el pellet en 43 µL 
de agua libre de nucleasas (Ambion). Posteriormente, se incubó el DNA con la 
nucleasa Mung Bean (New England Biolabs) durante 30 min a 30ºC. Pasado ese 
tiempo se incubó 1 h con proteinasa K (Invitrogen) a 50ºC y se volvió a purificar por 
extracción con fenol:cloroformo:alcohol isoamílico y precipitación con etanol. Se 
cuantificó la cantidad de DNA obtenida con NanoDrop y se guardó a -80ºC hasta su 
uso posterior. 
Retrotranscripción y purificación 
Para la transcripción del DNA se usó el Kit MegaScript T7 (Ambion) siguiendo las 
instrucciones del fabricante. Posteriormente, el producto de la reacción se precipitó 
con cloruro de litio (Ambion) a -20ºC durante 45 min. Después se centrifugó a 12000 g   
15 min y se lavó el precipitado con 1 mL de etanol al 70%. El pellet se resuspendió en   
11 µL de agua libre de nucleasas. Finalmente se cuantificó el RNA (NanoDrop) y se 
verificó el tamaño obtenido por electroforesis (aproximadamente 9000 pb). 
Electroporación 
Las células Huh7 se lavaron con OptiMEM I (Gibco) y se resuspendieron con tampón 
Cytomix [120 mM KCl; 0,15 mM CaCl2; 10 mM K2HPO4/KH2PO4 pH 7,6; 25 mM Hepes 
pH 7,6 (Lonza); 2 mM EGTA; 5 mM MgCl2 pH 7,6; 5 mM glutatión; 2 mM ATP] (96) 
hasta una densidad final de 10x106 células/mL. Se preparó un tubo eppendorf con      
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5 µg de RNA JFH-1 y 400 µL de la suspensión de células (4x106 células). Esta mezcla 
se pasó a una cubeta de electroporación de 0,4 cm (BioRad) previamente enfriada 
sobre hielo. Las condiciones de electroporación usadas fueron 270 V y 975 µF en un 
equipo Gene Pulser II (BioRad). Las células electroporadas se mantuvieron durante 10 
min en hielo para ser posteriormente sembradas en placas de 10 cm (Corning) usando 
medio DMEM con 10% de FBS sin antibióticos, incubándose durante 24 h a 37ºC y 5% 
CO2. Transcurrido este tiempo, el medio se cambió por DMEM completo. El 
sobrenadante de las células electroporadas que contenían HCVcc, fue filtrado a través 
de una membrana con poros de 0,45 µm (VWR International) y congelado a -80ºC 
hasta su utilización. Esta operación se repitió durante 4-5 días consecutivos, tras los 
cuales el cultivo celular fue descartado. El título viral fue determinado mediante 
titulación de diluciones seriadas de los distintos sobrenadantes en células Huh7 naïve 
y posterior inmunocitoquímica frente a la proteína viral core (ver apartado 
Determinación de la infectividad viral: por inmunocitoquimica). 
 
Generación de partículas retrovirales pseudotipadas  
El protocolo de generación de pseudopartículas de HCV (HCVpp) está basado en el 
descrito por Bartosch y colaboradores (12). El día anterior a la transfección, las células 
293T (3x106) fueron sembradas en placas de 10 cm recubiertas de poli-L-lisina 
(Sigma). En el día de la transfección se prepararon 2 tubos:  
1) Tubo A: 
            36 µL de CaCl2 2M;  
10 µg del plásmido pNL4.3R-E- luc; 
10 µg del plásmido phCMV-H77; phCMV-RD114; pVSV-G o pcDNA3.1 (+): 
 8 µg del plásmido pCMV-gag-pol; 
 agua estéril hasta 300 µL totales. 
2)  Tubo B: 
      300 µL de HBS (HEPES Buffered Saline) 2X (Sigma).  
 
A continuación, se vertió gota a gota el contenido del tubo A sobre el tubo B usando el 
vórtex a muy baja velocidad y se incubó a temperatura ambiente durante 30 min. Se 
añadió esta mezcla gota a gota a las 293T y se incubaron toda la noche. Pasadas 24 h 
se lavaron las células con PBS con cationes Mg2+ y Ca2+ (Midimed) y se volvieron a 
incubar con medio completo. Los sobrenadantes de las células 293T, con las distintas 
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pseudopartículas, se recogieron 48 y 72 h tras la transfección y fueron filtrados a 
través de membranas con poros de 0,45 µm y congelados a -80ºC hasta su uso. 
 
Silenciamiento de proteínas usando siRNA 
Las células fueron transfectadas usando siRNA ON-TARGETplus Smartpool 
(Dharmacon) dirigidos contra los genes que codifican las siguientes proteínas: 
apolipoproteína B (apoB), apolipoproteína E (apoE), cadena pesada de clatrina (CHC, 
del inglés Clathrin Heavy Chain), subunidad gamma-1 de AP-1 (AP1G1), subunidad 
media de AP-2 (AP2M1) y CD81, utilizando como control la mezcla Non-targeting pool. 
Alternativamente fueron utilizados siRNA ON-TARGETplus Set-of-4 (Dharmacon) 
constituidos por cuatro secuencias individuales distintas frente a CHC, apoB y apoE 
utilizándose como control una secuencia individual Non-targeting. La concentración 
final de siRNA en el pocillo fue de 200 nM en el medio OptiMEM I suplementado con 
10% de FBS. Como reactivo de transfección se usó Dharmafect-1 (Dharmacon) según 
las instrucciones del fabricante. Las células junto con la mezcla de transfección se 
incubaron durante toda la noche, renovándose el medio de cultivo por DMEM 
completo a la mañana siguiente. 
 
Expresión ectópica de apoE en células Huh7.5-shApoE 
Los plásmidos pCAG-control (vector vacío), pCAG-apoE3-KDEL y pCAG-apoE3 
fueron transfectados siguiendo el protocolo descrito por Hishiki y colaboradores (75). 
Brevemente, se transfectaron 2x105 de células Huh7.5-shApoE con 2,5 µg de DNA 
plasmídico en 250 µL de OptiMEM I utilizando 7,5 µL del reactivo de transfección 
TransIT®-LT1 (Mirus) de acuerdo con las instrucciones del fabricante. 
 
Ensayos de luciferasa para el estudio de la entrada viral 
Para estudiar la entrada viral, se transfectaron 3x105 células Huh7 con los siRNA 
Smartpool frente a apoB, apoE, CD81 y control. Pasadas 24 h, las células se pasaron 
a placas de 96 pocillos (Corning) a una densidad de 104 células/pocillo. Al día 
siguiente se infectaron con partículas retrovirales pseudotipadas con las proteínas de 
la envuelta de VSV, RD114, H77, y control (ver apartado anterior: Generación de 
partículas retrovirales pseudotipadas). Dos días después las células fueron lisadas con    
30 µl/pocillo de la solución de lisis Passive Lysis Buffer de Promega. La actividad de la 
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luciferasa fue determinada usando el Kit Luciferase Assay System (Promega) de 
acuerdo con las instrucciones del fabricante en un luminómetro Sirius Single Tube 
(Berthold Detection Systems GmbH). 
 
Estudio de la replicación viral 
Para estudiar la replicación viral del HCV se sembraron 2x105 células Huh7-Con1 en 
placas de 48 pocillos (Corning). Tras 24 h, las células se transfectaron con los siRNA 
Smartpool control, apoB, apoE, CHC y AP1G1. Finalmente las células se lisaron con 
500 µL de TriReagent (Vitro) 24, 48 y 72 h después de la transfección para extraer 
RNA y cuantificar los niveles de RNA viral por qPCR (ver apartado Análisis de la 
expresión de RNA viral por PCR cuantitativa). 
 
Estudio de la salida viral 
Para estudiar el ensamblaje y/o salida viral se empleó el sistema de HCVcc generadas 
con el RNA de JFH-1 (ver anterior apartado: Producción de HCV en cultivo celular) y 
las líneas celulares Huh7 y Huh7-Lunet-N utilizando dos abordajes distintos: 
silenciamiento transitorio mediante siRNA e inhibición farmacológica.  
Experimentos con silenciamientos 
Las células Huh7 se sembraron a una densidad de 105 células/pocillo en placas de 6 
pocillos (Corning). Al día siguiente se infectaron con una multiplicidad de infección 
(MOI, del inglés Multiplicity Of Infection) de 0,01 de HCVcc. Tres días después, se 
transfectaron con los siRNA Smartpool control, CHC, AP1G1, AP2M1, apoB o apoE o 
Set-of-4 CHC y secuencia individual control. 
Las células Huh7-Lunet-N fueron electroporadas con el RNA JFH-1 en las mismas 
condiciones descritas en el apartado Producción de HCV en cultivo celular: 
Electroporación. Tras 24 h, fueron sembradas a una densidad de 3x105 células/pocillo 
en placas de 6 pocillos y transfectadas con los siRNA Smartpool control, CHC y 
AP1G1. 
En ambos casos, después de dos días, las células se lavaron y se incubaron con 
medio completo durante 6 h. Finalmente, se recogieron los sobrenadantes y se 
filtraron a través de una membrana de 0,45 µm guardándose a -80ºC. En éstos se 
determinó la infectividad viral, el RNA viral y/o los niveles de apoE y apoB 
dependiendo del experimento. Por otro lado, se recogieron las células, donde además 
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de determinar los parámetros anteriormente mencionados se estimó la eficacia de los 
distintos silenciamientos por Western blot. 
Experimentos de inhibición farmacológica 
En los experimentos de inhibición farmacológica, 5 días después de la infección por 
HCVcc en Huh7 y 3 días después de la electroporación del JFH-1 en Huh7-Lunet-N,  
las células fueron tratadas con 50 µM de pitstop2 (Abcam) (209), 80 µM de dynasore 
(Sigma) (115) o 1 µg/ml de brefeldina A (BFA) (65) (Sigma) durante las 6 h previas a la 
recogida de sobrenadantes y células.  
 
Inmunoprecipitación 
La proteína G-sefarosa Fast flow 4 (GE Healthcare Life Sciences) se resuspendió en 
PBS suficiente para obtener una suspensión al 50%. Los anticuerpos de cabra anti-
apoB, anti-apoE y el control IgG de cabra fueron incubados a una concentración de 
2,5 µg de anticuerpo por cada 100 µl de suspensión de proteína G-sefarosa al 50% 
durante 30 min a temperatura ambiente en un agitador orbital. El exceso de 
anticuerpos no ligados a la proteína G-sefarosa se eliminó mediante 3 lavados con 
PBS frío. Después, se añadió una cantidad calculada de PBS para que la sefarosa 
quede al 50%. Los sobrenadantes y/o lisados celulares fueron preaclarados con 100 µl 
de la suspensión al 50% de proteína G-sefarosa durante 1 h a 4ºC en un agitador 
orbital. A continuación, se tomaron alícuotas de la suspensión preaclarada (inputs) por 
triplicado para determinar la cantidad de RNA viral inicial. La inmunoprecipitación se 
realizó incubando 500 µL de la muestra preaclarada con 40 µl de la mezcla proteína 
G-sefarosa-anticuerpo durante 3 h a 4ºC en agitación orbital. Tras la inmuno-
precipitación, la fracción no unida a los anticuerpos fue titulada en células Huh7 naïve 
(ver siguiente apartado). Los inmunoprecipitados fueron lavados 3 veces con PBS. 
Una fracción de estos inmunoprecipitados fue eluída con Laemmli 2X y utilizada para 
Western blot y otra lisada con TRIzol LS (Life Technologies) para determinar la 
cantidad de RNA viral por RT-qPCR (ver apartado: Análisis de la expresión de RNA 
viral por PCR cuantitativa). 
 
Determinación de la infectividad viral 
Para determinar la infectividad intracelular, las células se sometieron a 4 ciclos de 
congelación (con hielo seco) y descongelación (baño a 37ºC) de 5 min cada uno. Este 
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proceso permite romper la membrana de las células posibilitando la liberación de las 
partículas intracelulares sin destruir la envuelta viral (67). Los extractos se 
centrifugaron 5 min a 700 g y se recogieron los sobrenadantes, donde las partículas 
virales intracelulares quedan suspendidas.  
Para la determinación de la infectividad extracelular se usaron sobrenadantes filtrados 
con membrana de 0,45 µm de poro para eliminar restos celulares. 
Por PCR cuantitativa 
La titulación de las partículas víricas intra o extracelulares se realizó mediante 
infección de 2x104 células Huh7 naïve sembradas en placas de 48 pocillos con una 
dilución de estas partículas (1:10 o 1:20 dependiendo de los casos). Tras 3 días de 
infección, las células se lisaron con 500 µL de TRIreagent (Vitro) para posterior 
extracción de RNA y cuantificación por RT-qPCR (ver apartado: Análisis de la 
expresión de RNA viral por PCR cuantitativa). 
Por inmunocitoquímica 
En este caso, se usaron células Huh7.5 naïve que fueron incubadas con diluciones 
seriadas (1:5; 1:25; 1:125) de los lisados celulares y sobrenadantes que contenían 
partículas víricas. Tras 72 h de infección, se fijaron con etanol frío al 100% durante   
10 min y se bloquearon con una solución de albúmina de suero bovino (BSA) (Roche) 
al 3% en PBS durante 10 min a temperatura ambiente. A continuación, se incubaron 
con el anticuerpo primario de ratón anti-core diluido 1:200 en BSA al 1% en PBS y 
seguidamente con el anticuerpo secundario anti-ratón conjugado a HRP diluido 1:400 
en BSA 1% en PBS, ambos durante 1 h a temperatura ambiente. Posteriormente, se 
incubó con el sustrato de la peroxidasa AEC/DMF [50 mM NaOAc pH 5,0; 500 µL de la 
disolución de una pastilla de 3-amino-9-etilcarbazol (AEC) (Sigma) en 2,5 mL de 
dimetilformamida (DMF) (Sigma); 0.015% H2O2 (Sigma)] 30 min a temperatura 
ambiente y en oscuridad. Pasado el tiempo de incubación se lavó con agua destilada y 
se contaron las unidades formadoras de foco (FFU, del inglés Focus Forming Units) 
utilizando microscopio óptico. 
 
Análisis de la expresión de RNA viral por PCR cuantitativa 
Extracción de RNA 
Para la determinación de RNA extracelular, los sobrenadantes filtrados producidos por 
células infectadas fueron incubados con 3 vol. de TRIZol LS Reagent (Life 
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Technologies). Para la determinación de RNA intracelular, las células fueron lisadas 
con 5 vol. de TRIreagent (Vitro). Posteriormente, en ambos casos se añadió 1/5 vol. 
de cloroformo, se agitó en el vórtex 20 s y se incubó 10 min a temperatura ambiente. 
Esta mezcla se centrifugó a 9000 g durante 15 min a 4ºC. Se recogieron 
aproximadamente 200 µL de la fase acuosa superior y se añadió 1 vol. de isopropanol 
absoluto. Se mezcló por inversión de los tubos y se centrifugó a 9000 g, 15 min a 4ºC. 
Se resuspendió el pellet en 500 µL de etanol al 70% frío y se volvió a centrifugar a 
9000 g durante 5 min a 4ºC. Finalmente, los pellets se secaron a temperatura 
ambiente y se resuspendieron en 20 µL de agua estéril y libre de RNAsas mediante 
incubación a 65ºC, 5 min y se almacenaron a -80ºC hasta su posterior uso. 
Retrotranscripción  
Para copiar los RNA obtenidos anteriormente a los DNA complementarios (cDNA), 
realizamos una reacción de retrotranscripción (RT). Con este fin, se preparó la mezcla 
para la reacción en un total de 12 µL por pocillo de la siguiente forma: 
 
REACTIVO VOLUMEN POR REACCIÓN (µL) 
Tampón 10X (Applied Biosystems) 4 
Mg2+ 25 mM (Roche)  2 
dNTPs 2,5 mM (Promega)  1,5 
Random Hexamers 50 mM (Applied Biosystems)  2 
Enzima AMV-RT 10 U/µL (Promega)  1 
Inhibidor RNasin® 40 U/µL (Promega)  0,5 
H2O estéril 5 
 
A continuación se añadió 8 µL del RNA obtenido anteriormente. Las condiciones 
usadas para la RT fueron las siguientes: 1 h a 42ºC; 30 min a 52ºC; 3 min a 99ºC; ∞ a 
4ºC. Finalizada la RT, los cDNA fueron guardados a -20ºC hasta su cuantificación por 
PCR cuantitativa. 
PCR cuantitativa 
Para la PCR cuantitativa (qPCR) se usó el Kit LightCycler FastStart DNA Master Sybr 
Green I (Roche), siguiendo las instrucciones del fabricante, en un termociclador de 
capilares LightCycler® 2.0 (Roche). Tras la cuantificación, los resultados se 
normalizaron en referencia a la expresión del gen de la histona H3 humana. La 
secuencia de los oligonucleotidos (primers) utilizados aparecen en la siguiente tabla. 
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Primer Secuencia 5’3’ 
HCV 5’UTR FW cctgtgaggaactactgtct 
HCV 5’UTR RV ctatcaggcagtaccacaag 
H3 FW aaagccgctcgcaagagtgcg 
H3 RV acttgcctcctgcaaagcac 
FW: forward; RV: reverse 
 
El programa usado para la qPCR de HCV fue el siguiente: 
1- Activación de la polimerasa:  95ºC x 10 min 
2- PCR de 40 ciclos:  95ºC x 0 
                   56ºC x 10 s 
                    72ºC x 10 s 
                    87ºC x 1 min (con adquisición) 
3- Desnaturalización: 95ºC x 0 
60ºC x 1 min 
95ºC x 0 (con adquisición continua) 
4- Enfriamiento:  40ºC x 5 s 
 
En el caso de la qPCR para H3 se programó como sigue: 
1- Activación de la polimerasa:  95ºC x 10 min 
2- PCR de 35 ciclos: 95ºC x 0 
62ºC x 10 s             
   72ºC x 10 s (con adquisición)  
3- Desnaturalización: 95ºC x 0 
60ºC x 1 min 
95ºC x 0 (con adquisición continua) 
4- Enfriamiento: 40ºC x 5 s 
 
Para el cálculo de la cantidad de RNA viral se utilizó una curva patrón elaborada para 
tal efecto. Para su representación se empleó un método de cuantificación relativa, 
atribuyéndole el valor arbitrario de 1 a la condición control y calculándose las restantes 
condiciones problema con el método automático del software LightCycler 4.1v 
(Roche). 
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Ensayos de proliferación celular 
Se sembraron 104 células en placas de 96 pocillos y al día siguiente se transfectaron 
con los siRNA Smartpool control, apoB, apoE, CHC o AP1G1. El MTT (bromuro de 3-
(4,5-dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazol) (Sigma) se añadió a cada pocillo a una 
concentración final de 0,5 mg/mL en medio RPMI-1640 completo sin rojo-fenol 
(Lonza). Las células fueron incubadas durante 3 h a 37ºC y 5% de CO2. Después se 
aspiró el medio, se añadió 100 µL de 0,1N HCl en isopropanol absoluto a cada pocillo. 
La absorbancia fue medida a una longitud de onda de 570 nm en un lector de ELISA 
Sunrise Basic Tecan (Tecan Austria GbmH), interpolándose los datos a una curva 
patrón con una dilución seriada de las células utilizadas. 
 
Titulación de anticuerpos 
Para la titulación de los anticuerpos monoclonal humano AR3a (69, 105) o policlonal 
de cabra anti-apoE (Calbiochem), se incubaron células Huh7.5-GFP-MAVS infectadas 
con HCVcc (MOI: 0,01) con concentraciones crecientes de los anticuerpos a 37ºC y 
5% CO2. Las células fueron fijadas con etanol absoluto frío tras 72 h de infección y 
procesadas como descrito en el apartado: Determinación de la infectividad viral: por 
inmunocitoquímica. 
 
Ensayos de trasmisión viral célula a célula 
Se sembraron 3x104 de células Huh7.5-GFP-MAVS en cámaras de 8 pocillos. Al día 
siguiente se infectaron con HCVcc (MOI: 0,003) y 6 h más tarde se transfectaron con 
los siRNA Smartpool o Set-of-4 control, apoB y apoE. Pasadas 24h las células fueron 
lavadas e incubadas con: 1) DMEM completo; 2) DMEM completo con 1% de agarosa 
de bajo punto de fusión (EcoGen); 3) DMEM completo con 50 µg/mL del anticuerpo 
monoclonal humano AR3a; o 4) DMEM completo con 100 µg/mL del anticuerpo 
policlonal de cabra anti-apoE dependiendo del experimento. Pasadas 72 y 96 h de la 
infección con HCVcc, las células fueron fijadas con paraformaldehído al 4%, teñidas 
con DAPI y analizadas en un microscopio confocal Leica TCS-SP5 con el objetivo de 
40x. Finalmente, se contabilizó el número de células por foco de infección en aquellas 
células Huh7.5-GFP-MAVS donde se constató una traslocación de la proteína GFP en 
el citoplasma, en un total de diez fotos consecutivas, con al menos un foco, en pocillos 
duplicados para cada condición experimental.	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Ensayos de cocultivo celular 
Los ensayos de cocultivo celular, en los que dos tipos celulares distintos o el mismo 
tipo celular en dos condiciones experimentales distintas son cultivados a la vez en la 
misma placa, se utilizaron para evaluar en detalle el papel de las apolipoproteínas en 
el paso célula a célula del HCV. Para ello, se usaron como donadoras las células 
Huh7 infectadas con HCVcc y como aceptoras las células Huh7.5-GFP-MAVS. Ambos 
tipos celulares fueron transfectados con los siRNA Smartpool control, apoB y apoE 
antes de comenzar el cocultivo. Alternativamente se utilizaron como donadoras las 
células Huh7.5-shApoE transfectadas con vector vacío, apoE3 o apoE3-KDEL (ver 
apartado: Expresión ectópica de apoE en células Huh7.5-shApoE) y posteriormente 
infectadas con HCVcc.  
Se utilizó un ratio de 1:25 de células donadoras:aceptoras y se sembraron un total de 
5x104 de células/pocillo en cámaras de 8 pocillos. Pasadas 6 h, las células fueron 
incubadas con 1% de agarosa de bajo punto de fusión en DMEM completo durante 24 
o 48 h según el experimento. Transcurrido este tiempo, las células se fijaron con 
paraformaldehído al 4% y se procedió a la inmunofluorescencia de la proteína viral 
core. La infección por paso célula a célula fue determinada en un microscopio confocal 
Leica TCS-SP5 y expresada como el porcentaje de células donadoras que habían 
transmitido el virus a una célula aceptora (identificada por la traslocación de la GFP), 
respecto al total de donadoras analizadas.  
 
Determinación de la secreción de apolipoproteínas por ELISA 
Para el estudio de la secreción de apoB y apoE, se utilizaron los kits de ELISA (del 
inglés Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay) para apoB y apoE humanas de Abnova 
siguiendo las instrucciones del fabricante y utilizando los sobrenadantes y lisados 
celulares recogidos en los experimentos de salida viral descritos anteriormente (ver 
apartado Estudio de la salida viral). 
 
Análisis estadístico 
Los resultados presentados en las gráficas de columnas y de líneas están 
representados como la media aritmética más la desviación estándar respecto al 
control, excepto cuando indicado en contrário en el pié de figura. En las gráficas tipo 
“nubes de puntos” está representada la mediana como una línea horizontal gris. La 
comparación entre grupos fue realizada mediante las pruebas Mann-Whitney, Kruskal-
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Wallis o ANOVA dependiendo de los casos y está indicada en los piés de figura 
respectivos. En este trabajo se ha considerado como estadísticamente significativo 
una p menor de 0,05 (*=p<0,05; **=p<0,01; ***=p<0,001). El análisis de los datos se 
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Resultados 	  
Caracterización del papel de clatrina en fases tardías del ciclo 
del HCV 
 
El tráfico de vesículas recubiertas de clatrina es posible gracias a la participación de 
varias proteínas adaptadoras, incluyendo AP-1 y AP-2 (31). AP-1 está involucrada en 
el tráfico de proteínas hacia la membrana plasmática mientras que AP-2 está 
implicada en procesos endocíticos (182). Clatrina es utilizada por distintos tipos de 
virus para facilitar la entrada o la secreción de nuevos viriones (77, 81, 139). En 
concreto, la entrada del HCV al interior de los hepatocitos mediante endocitosis es un 
proceso dependiente de clatrina que ha sido ampliamente documentado (22, 137). Sin 
embargo, la posible participación de clatrina y proteínas asociadas en otras fases del 
ciclo del HCV no ha sido estudiada, por lo que en este trabajo nos hemos propuesto 
estudiar el papel de clatrina y su adaptador AP-1 en las fases tardías del ciclo del 
HCV. 
Clatrina y su proteína adaptadora AP-1 median la salida de HCVcc 
En primer lugar, para estudiar la salida del HCV, utilizamos células Huh7 
permanentemente infectadas con HCVcc que fueron posteriormente transfectadas con 
siRNA Smartpool dirigidos contra la cadena pesada de clatrina (CHC) y la subunidad 
gamma-1 de AP-1 (AP1G1). De esta forma, las células ya se encuentran replicando y 
produciendo virus antes de la transfección, por lo que los posibles efectos causados 
por los silenciamientos se deberían restringir a las fases tardías de la infección. Los 
niveles de RNA viral e infectividad fueron analizados por qPCR en los lisados celulares 
y los sobrenadantes recogidos dos días después de la transfección. La eficacia del 
silenciamiento de la expresión de CHC y AP-1 se confirmó mediante Western blot 
(Figura 1A). En la Figura 1B, se puede observar que tanto la infectividad como los 
niveles de RNA extracelulares se redujeron significativamente en las células con 
silenciamiento en CHC o AP1G1 en comparación con el silenciamiento control. 
Además, ni la infectividad ni los niveles de RNA intracelulares se modificaron 
significativamente. Estos datos sugieren que tanto clatrina como AP-1 están 
implicadas en la secreción de viriones.  
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Figura 1 – La secreción de HCVcc es dependiente de clatrina y AP-1. (A) Análisis por 
Western blot de la eficacia del silenciamiento de CHC (siCHC) y AP1G1 (siAP1G1) en células 
Huh7 permanentemente infectadas con HCVcc. p53 fue utilizado como control de carga. (B) 
Cuantificación por qPCR de la infectividad y RNA virales en células Huh7 silenciadas de CHC o 
AP1G1. Los resultados corresponden a tres experimentos por triplicado. La significación 
estadística fue determinada mediante la prueba ANOVA. 
 
 
Estos resultados fueron confirmados repitiendo los mismos experimentos utilizando 
cuatro siRNA individuales (Set-of-4) específicos para CHC (Figura 2).  
 
 
Figura 2 – (A) Cuantificación de la infectividad y RNA virales tras la transfección de cuatro 
siRNA individuales para CHC en células Huh7 permanentemente infectadas con HCVcc. Las 
gráficas muestran los resultados de un experimento por triplicado. (B) Análisis por Western blot 
del silenciamiento de clatrina y de los niveles intracelulares de la proteína viral core utilizando 
p53 como control de carga. 
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Para comprobar si la infección por HCV no se vió afectada por los silenciamientos, 
determinamos los niveles de acumulación de la proteína viral core por Western blot 
(Figura 3A) y por inmunofluorescencia (Figura 3B) en las células Huh7 transfectadas 
con los siRNA Smartpool frente a CHC y AP1G1. Los resultados no evidencian 
cambios tras los silenciamientos respecto al control. 
 
	  
Figura 3 – (A) Niveles de core intracelular analizados por Western blot en células Huh7 
permanentemente infectadas con HCVcc y transfectadas con los siRNA Smartpool frente a 
CHC y AP1G1. p53 fue utilizado como control de carga. (B) Acumulación de core analizada por 




Seguidamente se estudió el efecto de la disminución de clatrina y AP-1 en la 
proliferación celular realizando ensayos de MTT en células Huh7, en los que no se 
observó ninguna diferencia significativa respecto al control (Figura 4).  
 
 
Figura 4 – El silenciamiento de clatrina y AP-1 no afecta a la proliferación celular. (A) 
Proliferación de células Huh7 transfectadas con siRNA frente a CHC y AP1G1 durante 48 y 72 
h. Los resultados corresponden a tres experimentos por triplicado y las diferencias no son 
estadisticamente significativas según el test de Mann-Whitney. (B) El Western blot demuestra 




En conjunto, estos datos indican que las diferencias observadas en los niveles de 
infectividad y RNA viral extracelulares (Figura 1 y 2) no son debidas a una 
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propagación ineficaz de la infección ni a una disminución de la proliferación celular 
causadas por el silenciamiento de la expresión de clatrina o AP-1.  
Para descartar cualquier efecto del silenciamiento de clatrina y AP-1 en la replicación 
del HCV que pudiera afectar a nuestros resultados, realizamos ensayos de replicación 
viral utilizando las células Huh7-Con1, que expresan el replicón genómico del HCV 1b, 
y cuantificamos los niveles de RNA viral tras el silenciamiento de CHC y AP1G1. Los 
datos de la Figura 5 muestran que los niveles intracelulares de RNA viral y de la 
proteína core no se modifican tras la interferencia de CHC y AP1G1, sugiriendo que 
estas proteínas no están implicadas en la replicación viral. 
 
	  	  
Figura 5 – La replicación del HCV no es dependiente de clatrina ni AP-1. (A) Cuantificación 
por qPCR de los niveles intracelulares de RNA viral en las células Huh7-Con1 con 
silenciamiento en CHC (siCHC) y AP1G1 (siAP1G1). La gráfica muestra los resultados de dos 
experimentos por triplicado. (B) Análisis por Western blot de la expresión de las proteínas 





Como clatrina es esencial para la endocitosis del HCV (22, 137), el silenciamiento de 
clatrina podría estar también afectando la entrada viral en los experimentos con 
células permanentemente infectadas, dificultando así la interpretación de nuestros 
datos. Para descartarlo utilizamos otro abordaje experimental con células Huh7-Lunet-
N. En estas células no se produce la entrada de viriones de HCVcc ya que no 
expresan el correceptor CD81 (21). Sin embargo, cuando son electroporadas con el 
RNA viral JFH-1 son capaces de secretar viriones infectivos, característica que las 
convierte en una herramienta ideal para estudiar la exocitosis del HCVcc tras una sola 
ronda de infección. Al igual que en células Huh7, el silenciamiento de CHC y AP1G1 
en Huh7-Lunet-N bloqueó la secreción de HCVcc sin afectar los niveles de infectividad 
y RNA intracelulares (Figura 6), confirmándose así que clatrina y AP-1 participan en la 
salida del HCVcc. 
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Figura 6 – (A) Cuantificación por qPCR de la infectividad y los niveles de RNA del HCV tras el 
silenciamiento de CHC (siCHC) y AP1G1 (siAP1G1) en células Huh7-Lunet-N electroporadas 
con el RNA JFH-1. Los resultados corresponden a tres experimentos por triplicado. La 
significación estadística fue determinada mediante la prueba ANOVA. (B) Análisis por Western 
blot del silenciamiento de clatrina y AP-1 en células Huh7-Lunet-N. p53 fue analizado como 
control de carga. 	  	  	  
La secreción de HCVcc es dependiente de clatrina y dinamina 
A continuación estudiamos si la inhibición farmacológica de clatrina también 
bloqueaba la exocitosis del HCVcc. Para ello se trataron células Huh7-Lunet-N 
electroporadas con el RNA JFH-1 con el inhibidor de clatrina pitstop2 (209). Los 
resultados demuestran que el tratamiento con pitstop2 disminuyó significativamente la 
secreción de HCVcc, sin alterar sus niveles intracelulares (Figura 7A).  
Paralelamente se evaluó el papel de dinamina utilizando el inhibidor dynasore (127). 
Dinamina es una GTPasa esencial en eventos que implican escisión de membranas 
durante procesos celulares que dependen de la formación de vesículas (58). También 
participa en la endocitosis mediada por clatrina y en el tráfico de vesículas desde la 
TGN (24). Además dinamina también interviene en la internalización del HCV (117). 
Su inhibición farmacológica redujo los niveles de infectividad y RNA extracelulares del 
HCV sin modificar los niveles intracelulares (Figura 7A). 
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Figura 7 – La inhibición de clatrina y dinamina bloquea la secreción de HCVcc. (A) 
Cuantificación por qPCR de la infectividad y RNA virales en células Huh7-Lunet-N tratadas con 
50 µM de pitstop2 o 80 µM de dynasore durante 6 h. Las gráficas muestran los resultados de 
cuatro experimentos por triplicado. La significación estadística fue determinada mediante la 
prueba ANOVA. (B) Análisis del efecto de los inhibidores pitstop2 y dynasore durante la 
titulación de sobrenadantes infectivos sobre células Huh7 naïve. 	  	  
Como la entrada del HCV es un proceso dependiente de clatrina y dinamina, se evaluó 
la posibilidad formal de que la reducción observada en las infectividades extracelulares 
en células tratadas con los inhibidores fuese debida no a cambios reales en la 
secreción sino a la presencia de trazas de pitstop2 o dinasore en los sobrenadantes 
que afectaran la entrada de los virus al ser titulados en células Huh7 naïve. 
Considerando el escenario más desfavorable, se añadió el 100% de la concentración 
utilizada del inhibidor a sobrenadantes con HCVcc. Esta mezcla se tituló sobre células 
Huh7 naïve, no observándose ningún efecto de ambos inhibidores en la infectividad 
viral (Figura 7B). Estos datos demuestran que los resultados de la Figura 7A no son 
causados por la presencia de inhibidores en los sobrenadantes titulados que hubieran 
impedido la entrada viral, sino a una secreción deficiente de HCVcc en las células 
tratadas. 
 
Confirmación del papel de clatrina y dinamina en cultivos polarizados de 
Huh7 
Los cultivos polarizados de Huh7 fueron obtenidos utilizando células Huh7 incluidas en 
Matrigel. Estos cultivos lograron la formación de agregados celulares tridimensionales 
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en los que las células presentaban una polarización similar a la de los hepatocitos en 
el parénquima hepático (144) (Figura 8A). El bloqueo de la salida del HCVcc causado 




Figura 8 – La secreción de HCVcc está mediada por clatrina y dinamina en cultivos 
polarizados de Huh7. (A) Localización polarizada de ZO-1 (magenta) en células Huh7 
cultivadas en Matrigel. Azul (DAPI): núcleos. Barra: 25 µm. (B) Efecto de pitstop2 y dynasore 
en los niveles de RNA viral intra y extracelular en cultivos polarizados de células Huh7 
infectadas con HCVcc. Las gráficas muestran los resultados de tres experimentos. La 
significación estadística fue determinada mediante la prueba ANOVA. 	  	  	  
El adaptador de clatrina AP-2 no está involucrado en la exocitosis de 
HCVcc 
Los resultados anteriores sugieren que el transporte anterógrado mediado por clatrina 
participa en la secreción de HCVcc. Para comprobar si los efectos observados tras la 
inhibición de clatrina y dinamina podían están relacionados con el bloqueo de 
procesos endocíticos, se repitieron los mismos experimentos de la Figura 1 
silenciando la subunidad media del adaptador de clatrina AP-2 (AP2M1). AP-2 es un 
complejo multiproteíco que regula la endocitosis de proteínas de membrana, como el 
receptor de transferrina-1 (TfR1) (149) y es esencial para la endocitosis y formación de 
vesículas recubiertas de clatrina (26, 53, 182). Como control observamos por 
inmunofluorescencia cómo el silenciamiento de AP2M1 bloquea la internalización del 
TfR1 (Figura 9A y B). El silenciamiento de AP2M1 en células permanentemente 
infectadas con HCVcc no afectó la acumulación extracelular de RNA viral (Figura 9C), 
indicando que la salida viral no se ve comprometida por el silenciamiento de AP-2. 
Estos datos sugieren que la secreción de HCVcc depende de una ruta exocítica en la 
que participan clatrina, AP-1 y dynamina, pero no AP-2. 
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Figura 9 – La exocitosis del HCVcc no está mediada por AP-2. (A) Análisis por Western blot 
del silenciamiento de AP2M1 (siAP2M1). p53 se utilizó como control de carga. (B) Análisis por 
inmunofluorescencia de la localización del TfR1 (verde) tras el silenciamiento de AP2M1. Azul 
(DAPI): núcleos. Barras: 25 µm. (C) Cuantificación por qPCR de los niveles de RNA viral 
extracelular en células Huh7 permanentemente infectadas con HCVcc y transfectadas con 
siRNA Smartpool frente a AP2M1. Los resultados corresponden a seis experimentos por 
triplicado y las diferencias no son estadisticamente significativas según el test Mann-Whitney. 
 
 
Clatrina y AP-1 no son necesarias para la secreción de apoB y apoE  
Numerosos estudios sostienen que la salida del HCV está íntimamente ligada a la 
secreción de lipoproteínas de muy baja densidad (VLDL) (10). En este sentido, hemos 
investigado si el bloqueo de la secreción del HCVcc observado en nuestros 
experimentos está causado por alteraciones en la secreción de componentes de las 
VLDL como apoE y apoB. Usando el mismo abordaje experimental, analizamos el 
efecto del silenciamiento y/o inhibición de clatrina y AP-1 sobre la secreción de apoB y 
apoE en células Huh7 infectadas por HCVcc. El análisis de los niveles de apoB y apoE 
en sobrenadantes y lisados celulares mediante Western blot (Figura 10A) y ELISA 
(Figura 10B) mostró que no hay cambios significativos en la secreción de estas 
apolipoproteínas entre las distintas condiciones experimentales. 
 
	  
Figura 10 – La secreción de apoB y apoE no se ve afectada por la interferencia de 
clatrina o AP-1. Análisis por Western blot (A) y por ELISA (B) de los niveles de apoB y apoE 
secretados a partir de células Huh7 infectadas con HCVcc y transfectadas con siRNA 
Smartpool para CHC y AP1G1. En los Western blots, los controles de carga utilizados fueron 
alfa-1 anti-tripsina (α1AT) en los sobrenadantes y p53 en los lisados celulares. Las gráficas 
corresponden a dos experimentos por duplicado. Las diferencias no son estadísticamente 
significativas de acuerdo con la prueba de Mann-Whitney. 
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De manera similar, la inhibición de clatrina por pitstop2 (Figura 11) tampoco provocó 
cambios significativos en la secreción de las apolipoproteínas en células Huh7 
infectadas. Sin embargo, la inhibición de dinamina por dynasore provocó una 
reducción significativa de la secreción de apoB, apoE y alfa-1 anti-tripsina (α1AT). 
α1AT es un indicador general de la secreción en hepatocitos humanos, por lo que 




Figura 11	  –	  La secreción de apoB y apoE no está bloqueada por la inhibición de clatrina. 
(A) Análisis por Western blot de los niveles de apoB y apoE en los sobrenandantes y lisados 
celulares de Huh7 infectadas con HCVcc y tratadas con pitstop2 y dynasore durante 6 horas. 
α1AT y p53 fueron usados como control de carga en los sobrenadantes y lisados celulares, 
respectivamente. (B) Determinación por ELISA de los niveles de apoB y apoE secretados. Los 
resultados corresponden a dos experimentos por duplicado. La significación estadística fue 




Asimismo, se realizaron ensayos en células Huh7 infectadas por HCVcc tratadas con 
pitstop2 a distintos tiempos, analizando en paralelo tanto la secreción de apoB, apoE y 
α1AT como los niveles extracelulares de RNA viral. Los resultados muestran que la 
reducción de la secreción de RNA viral en células tratadas con pitstop2 (Figura 12A) 
no está acompañada de una disminución de la secreción de apoB, apoE y α1AT en 
ninguno de los tiempos estudiados (Figura 12B).  
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Figura 12 – Análisis cinético de la secreción de RNA viral por qPCR (A) y de los niveles de 
apoB, apoE y α1AT por Western blot (B) en células Huh7 infectadas por HCVcc y tratadas con 
pitstop2. La gráfica presenta los porcentajes relativos al máximo valor (6h) de tres 
experimentos. La significación estadística se determinó mediante la prueba ANOVA. 
 
 
Estos resultados fueron confirmados por Western-blot en cultivos altamente 
polarizados de Huh7 tratados con los inhibidores pitstop y dynasore (Figura 13).  
 
	  
Figura 13 – Análisis por Western blot de los niveles de apoB y apoE en sobrenadantes y 
lisados celulares de células Huh7 cultivadas en Matrigel, infectadas con HCVcc y tratadas con 
pitstop2 o dynasore. α1AT y p53 fueron usados como controles de carga en los sobrenadantes 




En conjunto, estos datos confirman que la salida de HCVcc desde el interior de los 
hepatocitos es un proceso dependiente de clatrina, AP-1 y dinamina, mientras que la 
secreción de apolipoproteínas asociadas a las VLDL no depende ni de clatrina ni de 
AP-1, siendo mediada únicamente por dinamina. De esta forma podemos afirmar que 
la disminución de la secreción viral observada después de la interferencia de clatrina y 
AP-1 no es consecuencia directa del bloqueo de la ruta secretoria de apoB o apoE. 
 
Asociación intracelular de apoE con HCVcc 
A pesar de que los resultados anteriores apuntan a que el HCV usa el tráfico 
anterógrado mediado por clatrina durante la secreción viral, no existen evidencias que 
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sugieran un papel de clatrina o AP-1 en la exocitosis de apoB y apoE. Sin embargo, a 
la vista de nuestros resultados, parece posible que la secreción de HCV pueda 
compartir algunos pasos tanto con la ruta de ensamblaje y maduración de las VLDL 
como con el tráfico vesicular mediado por clatrina. Para estudiar esta hipótesis, se 
analizó la composición lipoproteica de la partícula de HCVcc secretada al 
sobrenadante de células Huh7 permanentemente infectadas realizando experimentos 
de inmunoprecipitación de apoB y apoE. En la Figura 14A, se puede observar que 
ambos anticuerpos policlonales anti-apoE y anti-apoB inmunoprecipitan la proteína 
contra la que van dirigidos, pero sólo apoE, y no apoB, pudo ser detectada asociada a 
RNA viral (Figura 14B) y como parte de la partícula viral infectiva (Figura 14C), tal 
como se ha descrito anteriormente (87, 141).  
 
	  
Figura 14 – Inmunoprecipitación de sobrenadantes de células Huh7 infectadas con 
HCVcc con anticuerpos control, anti-apoB y anti-apoE. (A) Análisis por Western blot (WB) 
de los niveles de apoB y apoE inmunoprecipitadas (IP). (B) Determinación de los niveles de 
RNA viral por qPCR en los inmunoprecipitados (IP) y sobrenadantes respectivos. Los 
resultados están presentados como porcentaje del input de RNA viral relativos a la condición Ig 
control del sobrenadante después de la IP y corresponden a tres experimentos. La significación 
estadística fue calculada mediante la prueba de Mann-Whitney. (C) Determinación de la 
infectividad de los sobrenadantes tras la inmunoprecipitación mediante titulación en células 
Huh7 naïve y qPCR. Los datos presentados son relativos a tres experimentos independientes. 




A continuación, se estudió la especificidad de la asociación entre apoE y HCV, 
repitiendo los mismos experimentos de inmunoprecipitación con lisados celulares 
obtenidos por ciclos de congelación y descongelación para evitar la posible 
destrucción de la envuelta viral (154). Los resultados confirman que es posible 
coinmunoprecipitar el RNA viral utilizando el anticuerpo anti-apoE en lisados celulares 
(Figura 15A). Como control adicional confirmamos que el silenciamiento de apoE 
provocó una disminución significativa en los niveles de RNA viral inmunoprecipitado 
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con el anticuerpo anti-apoE. Además, se cuantificaron los niveles de histona H3 
inmunoprecipitada con el anticuerpo anti-apoE, siendo éstos similares a los valores de 
fondo del anticuerpo control, independientemente del silenciamiento, demostrando así 




Figura 15 – Asociación intracelular del HCVcc con apoE. (A) Inmunoprecipitación de lisados 
de células Huh7 infectadas con HCVcc y transfectadas con los siRNA Smartpool control (siCtrl) 
y apoE (siApoE). Cuantificación por qPCR de los niveles de RNA de HCV y H3 
inmunoprecipitados con los anticuerpos Ig control y anti-apoE. La significancia fue determinada 
por la prueba Mann-Whitney. (B) Determinación de los niveles de infectividad y RNA virales en 
células Huh7 infectadas con HCVcc y tratadas con 1 µg/mL de brefeldina A (BFA). (C) Panel 
superior: Determinación por qPCR de los niveles de RNA viral inmunoprecipitados con los 
anticuerpos Ig control y anti-apoE en células Huh7 infectadas con HCVcc y tratadas con BFA. 
Los resultados están representados en relación a la condición Control inmunoprecipitada con el 
anticuerpo anti-apoE. Panel inferior: Infectividad intracelular de células tratadas con BFA 
después de la inmunoprecipitación. (D) Infectividad intracelular de células infectadas con 
HCVcc y tratadas con BFA por titulación en células Huh7 naïve y en presencia de 5 µg/mL de 
anticuerpo bloqueante Ig control y anti-apoE. La significación estadística fue determinada por la 
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Posteriormente, estudiamos la localización subcelular donde tiene lugar la asociación 
HCV/apoE, repitiendo los mismos experimentos en células tratadas con brefeldina A 
(BFA), un inhibidor del tráfico del RE hacia el Golgi (100). El tratamiento con BFA 
provocó una reducción drástica en los niveles de infectividad y RNA viral 
extracelulares, produciéndose a la vez su aumento en el interior celular (Figura 15B), 
tal y como previamente se ha descrito (65). Paralelamente, los ensayos de 
inmunoprecipitación de apoE en lisados de células tratadas con BFA mostraron una 
acumulación de RNA viral asociado a apoE intracelular (Figura 15C panel superior) y 
un descenso en la infectividad intracelular tras la inmunoprecipitación con el 
anticuerpo anti-apoE (Figura 15C panel inferior). Estos datos sugieren que apoE se 
asocia con precursores infectivos del HCV en compartimentos relacionados con el RE, 
hipótesis corroborada por la neutralización parcial de viriones intracelulares con el 
anticuerpo bloqueante anti-apoE en células tratadas con BFA (Figura 15D) (159).  
En conjunto, estos resultados confirman que la interacción intracelular de apoE con el 
virus ocurre antes de salir del RE, argumento ya postulado por otros autores (10). 
 
Colocalización de la proteína viral core con AP-1 y apoE 
Para estudiar si el tráfico vesicular mediado por clatrina participa antes o después de 
la salida del virus del RE en la ruta de secreción del HCV, se utilizaron células Huh7-
Lunet-N electroporadas con RNA de JFH-1 y tratadas con BFA y se estudió la 
colocalización de core y AP-1 por inmunofluorescencia. Como el tratamiento con BFA 
induce una acumulación de proteínas en el RE que serían posteriormente secretadas, 
existen dos posibilidades en cuanto a la interacción core/AP-1: 1) que sea anterior a la 
salida del virus del RE, por lo que se observaría un aumento de la colocalización entre 
core y AP-1 en el RE; o 2) que tenga lugar tras el paso por el RE, de forma que el 
tratamiento con BFA impediría la salida del virión del RE, imposibilitando la 
colocalización. En la Figura 16A se puede observar cómo el tratamiento con BFA 
resulta en una disminución de la colocalización core/AP-1, dato que sugiere que la 
interacción del adaptador de clatrina AP-1 con la partícula viral comienza en un 
compartimento post-RE. Por otro lado, en la Figura 16B, se observa un aumento en la 
interacción core/apoE tras añadir BFA, confirmándose así que su asociación empieza 
antes de la salida del virus del RE. 
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Figura 16 – Colocalización de core con AP-1 y apoE tras el tratamiento con BFA. Análisis 
por inmunofluorescencia de células Huh7-Lunet-N productoras de HCVcc y tratadas con            
1 µg/mL de BFA. Verde: core. Rojo: AP-1 (A) o apoE (B). Azul (DAPI): núcleos. Barras: 10 µm. 
Las imágenes muestran una única sección xy de una célula representativa analizada por 
microscopia confocal. Las gráficas de puntos muestran los coeficientes de Mander calculados 
para core en cada una de las 20 células analizadas de dos experimentos independientes. La 




En conjunto, estos resultados demuestran que, durante la secreción del HCV, apoE y 
AP-1 interactúan con el virus antes y después de su salida del RE, respectivamente. 	  
Clatrina y AP-1 están implicadas en la localización de core en endosomas 
Los datos anteriores indican que la interferencia del tráfico anterógrado dependiente 
de clatrina causa un bloqueo en el tráfico del HCVcc, posterior a su paso por el RE. 
Sin embargo, no observamos un incremento en la infectividad intracelular tras el 
silenciamiento de CHC o AP1G1 (Figura 1, 2 y 6). En este sentido, Gastaminza y 
colaboradores han descrito que algunas partículas inmaduras de HCVcc son 
degradadas activamente tras su paso por el RE, siendo los viriones maduros de baja 
densidad los únicos que consiguen escapar a esta degradación y ser secretados (65). 
Los mismos autores sostienen que si la ruta exocítica de las partículas víricas 
maduras es bloqueada, éstas podrían ser desviadas para su degradación, 
posiblemente por lisosomas, ya que la inhibición farmacológica de la actividad 
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degradante de los lisosomas provoca la acumulación intracelular de partículas 
infectivas del HCVcc. Además, otros autores han observado que la inhibición del 
tráfico endosomal provoca la acumulación de core en endosomas tempranos, 
bloqueando la secreción viral, por lo que parece claro que antes de su salida de la 
célula, las partículas de HCV pasan por endosomas tempranos (104). Teniendo en 
cuenta estos datos, decidimos estudiar la colocalización de core con el marcador 
endosomal EEA1 (del inglés Early Endosome Antigen 1) y con la proteína lisosomal 
LAMP-1 (del inglés Lysosomal-Associated Membrane Protein 1) en células Huh7-
Lunet-N electroporadas con RNA JFH-1 y transfectadas con los siRNA Smartpool 
específicos para CHC o AP1G1. Primero, comprobamos por Western blot que el 
silenciamiento de CHC y AP1G1 no altera la expresión de las proteínas core, EEA1 o 
LAMP1 analizadas (Figura 17). 	   	  
Figura 17 – Análisis por Western blot de la eficacia del 
silenciamiento de clatrina (siCHC) y AP-1 (siAP1G1) y de los 
niveles de expresión de core, EEA1 y LAMP-1. p53 fue utilizado 









Posteriormente, se cuantificó los coeficientes de colocalización de Mander de la 
proteína viral core con la señal de EEA1 y LAMP-1. En la Figura 18, se demuestra 
que ambos silenciamientos inducen un descenso significativo de la colocalización 
core/EEA1 y un aumento de la colocalización core/LAMP1. 
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Figura 18 – Colocalización de core con EEA1 y LAMP-1 en células Huh7-Lunet-N 
productoras de HCVcc y transfectadas con siRNA contra clatrina y AP-1. Análisis por 
inmunofluorescencia de la colocalización core/EEA1 (A) y core/LAMP-1 (B). Verde: core. Rojo: 
EEA1 (A) o LAMP-1 (B). Azul (DAPI): núcleos. Barras: 10 µm. Las imágenes muestran una 
única sección xy de una célula representativa analizada por microscopia confocal. Las gráficas 
de puntos muestran los coeficientes de Mander calculados para core en cada una de las 20 
células analizadas en dos experimentos independientes. La significación estadística fue 
calculada mediante la prueba de Mann-Whitney. 
 	  	  
En conjunto, estos datos demuestran que clatrina y su adaptador AP-1 participan en el 
tráfico de la proteína viral core a través de compartimentos endosomales. La 
disminución de la expresión de clatrina o AP-1 provoca una acumulación de core en 
lisosomas, lo que sugiere que la ruta de secreción transendosomal del HCVcc está 
alterada y que parte de la progenie viral madura infectiva es degradada en lisosomas. 	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Caracterización del papel de apoB y apoE en la transmisión 
célula a célula del HCVcc 
 
El HCV es capaz de infectar los hepatocitos a través de transmisión célula a célula 
(30, 148, 203, 205), aunque los mecanismos concretos que regulan esta ruta no son 
totalmente conocidos. Teniendo en cuenta que el HCV es secretado en asociación con 
componentes de las VLDL (19, 65, 78, 82, 87), hemos estudiado el papel de las 
apolipoproteínas B y E en la transmisión célula a célula del HCVcc. 
 
Desarrollo de un sistema para estudiar la transmisión célula a célula del 
HCVcc in vitro 
En primer lugar hemos desarrollado un sistema de monitorización de la transmisión 
célula a célula del HCVcc tomando como referencia la línea celular Huh7.5-GFP-
MAVS. El sistema reportero GFP-MAVS permite la detección de eventos de infección 
en células individuales ya que la redistribución de la GFP-MAVS provocada por el 
HCVcc puede ser visualizada por microscopia (ver apartado Líneas Celulares de 
Materiales y Métodos). Para evaluar la especificidad de este sistema, realizamos 
inmunofluorescencias anti-core en células Huh7.5-GFP-MAVS infectadas con HCVcc. 
En la Figura 19, se muestra cómo todas las células infectadas son positivas para core 
(rojo) y presentan una redistribución de la fluorescencia asociada a MAVS (verde). Sin 
embargo, no todas las células con la señal citoplasmática verde son positivas para 
core, especialmente a tiempos cortos tras la infección, lo que sugiere que el sistema 
reportero GFP-MAVS mejora la sensibilidad en la detección de la infección por HCVcc. 	  	  
Figura 19 – Análisis por microscopia 
confocal de células Huh7.5-GFP-MAVS 
infectadas con HCVcc. Inmuno-
fluorescencia anti-core tras 48, 72 y 96 h de 
infección. Verde: GFP. Rojo: core. Azul 
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La infección extracelular (o cell-free) del HCVcc puede ser bloqueada in vitro por una 
capa de agarosa o de anticuerpos bloqueantes dirigidos contra la envuelta viral (34, 
203). A continuación, analizamos el efecto de la adición de una capa de agarosa al 1% 
sobre células infectadas (8). Como control positivo, incubamos las células en 
presencia del anticuerpo monoclonal humano AR3a (105), que reconoce una región 
antigénica de la glicoproteína E2 bloqueando la interacción extracelular entre el HCV y 
su receptor CD81, siendo una herramienta perfecta para bloquear la infección cell-free 
(69). La concentración de AR3a necesaria para bloquear la infección de HCVcc en 
nuestro sistema fue determinada por titulación del anticuerpo. La concentración 
mínima que logró inhibir la infección cell-free, sin afectar el paso célula a célula del 
HCVcc, fue 50 µg/mL (Figura 20).  
 
	  
Figura 20 – Titulación del anticuerpo bloqueante AR3a.	   Las células Huh7.5-GFP-MAVS 
fueron infectadas con HCVcc e incubadas con concentraciones distintas de AR3a hasta 72 h 
postinfección (p.i.). (A) Porcentaje de infectividad respecto a la condición control (sin 
anticuerpo). La infectividad fue calculada a partir del número de FFU por pocillo observados por 
inmunocitoquímica anti-core. Los resultados corresponden a dos experimentos independientes. 
La significación estadística fue determinada mediante la prueba ANOVA. (B) Número de 
células por foco de infección en presencia de concentraciones crecientes de AR3a a 72 h p.i.. 
En la gráfica cada punto corresponde al número de células de un foco y representa dos 





Para evaluar la transmisión célula a célula del HCV, infectamos las células con una 
MOI baja (0,001) favoreciendo así la formación de focos pequeños e individualizados. 
Pasadas 24 h, el medio fue sustituido por DMEM, DMEM con agarosa al 1% o con    
50 µg/mL de AR3a y se dejó progresar la infección hasta las 96 h. En las células 
incubadas con DMEM se observó una infección generalizada con focos irregulares e 
indefinidos y la ausencia de focos individualizados (Figura 21A: izquierda). En 
contraste, en las células cultivadas con agarosa (centro) y AR3a (derecha) se 
formaron focos de infección redondeados y compactos, rodeados de células no 
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Figura 21 – Ensayo de transmisión célula a célula del HCVcc. (A) Análisis por microscopia 
confocal de células Huh7.5-GFP-MAVS infectadas con HCVcc, incubadas con DMEM, 1% de 
agarosa o 50 µg/mL de AR3a en DMEM y fijadas a 72 y 96 h p.i.. Las líneas rojas señalan los 
perímetros de los focos. Azul (DAPI): núcleos. Barras: 75 µm. (B) Evolución temporal de la 
infección por HCVcc en células Huh7.5-GFP-MAVS incubadas con DMEM (negro), 1% de 
agarosa (azul) o 50 µg/mL de AR3a en DMEM (rojo). La gráfica representa un experimento por 
triplicado. El número de focos a 96 h p.i. en la condición DMEM fue imposible de determinar 
(nd: no determinado) debido a la infección generalizada en todos los triplicados. (C) 
Comparación del tamaño de foco entre las condiciones de agarosa y AR3a a 72 y 96 h p.i.. Los 
resultados corresponden a tres experimentos independientes por duplicado. La significación 




Para descartar eventos secundarios de infección cell-free también se cuantificó el 
número de focos en las distintas condiciones experimentales (Figura 21B). En las 
células control con DMEM se observó un aumento del número de focos a lo largo del 
tiempo, coincidente con infecciones secundarias de virus secretados al sobrenadante 
por células infectadas con el inóculo inicial. El número de focos en células cultivadas 
con agarosa o AR3a no se incrementó con el tiempo, sugiriendo que en estas 
condiciones no tienen lugar sucesivas rondas de infección posteriores al inóculo inicial. 
Además, comparando el tamaño de foco entre ambas condiciones no se observan 
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diferencias significativas (Figura 21C). Estos resultados indican que la agarosa 
bloquea eficazmente la infección cell-free del HCVcc y que su efecto es comparable al 
de anticuerpos bloqueantes dirigidos contra la envuelta del HCV, tal como se ha 
publicado anteriormente (203). En resumen, la utilización de la línea celular Huh7.5-
GFP-MAVS junto con la agarosa o el anticuerpo AR3a son una aproximación 
experimental adecuada para el estudio de la infección célula a célula del HCVcc. 
 
Papel de apoB y apoE en la transmisión célula a célula del HCV 
Para estudiar el papel de las apolipoproteínas apoB y apoE en la infección célula a 
célula del HCV realizamos ensayos con agarosa sobre células Huh7.5-GPS-MAVS 
infectadas con HCVcc a baja MOI y transfectadas con los siRNA Smartpool 
específicos para apoB y apoE. A 72h y 96 h p.i. cuantificamos el tamaño de los focos 
para evaluar la progresión de la infección. En la Figura 22A podemos observar cómo 
el silenciamiento de apoE disminuyó significativamente (p<0,001) el tamaño de foco 
respecto al control en los tiempos analizados. Sin embargo, el silenciamiento de apoB 
no causó ningún efecto significativo. Como se esperaba, en las células control el 
tamaño de foco aumentó con el tiempo, indicando la existencia de una infección 
productiva por transmisión célula a célula del HCVcc. Paralelamente, se cuantificó el 
número de focos de pequeño tamaño, de hasta 3 células (Figura 22B), y se observó 
que éstos se encontraban en un número significativamente mayor en las células con 
apoE silenciado (54% a 72 h p.i. y 40% a 96 h p.i.) en comparación con las células 
control (18% y 4%, respectivamente) y las células con apoB silenciado (27% y 10%, 
respectivamente). El análisis por Western blot de los silenciamientos (Figura 22C) 
reveló que ambos Smartpools de siRNA tienen una eficiencia cercana al 100%, por lo 
que la ausencia de efecto en la transmisión célula a célula del HCVcc en células con 
silenciamiento de apoB no podría explicarse por un silenciamiento poco eficiente de 
esta proteína. También descartamos que la disminución de tamaño de foco en las 
células con silenciamiento de apoE fuese debido a una disminución de la tasa de 
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Figura 22 – Efecto del silenciamiento de apoB y apoE en la transmisión célula a célula 
del HCVcc. (A) Cuantificación del número de células por foco a 72 y 96 h p.i.. La significación 
fue determinada mediante el test de Kruskal-Wallis. (B) Porcentaje de focos pequeños (≤ 3 
células) en la transmisión célula a célula del HCVcc en células control y con silenciamiento de 
apoB o apoE. La significación fue determinada mediante la prueba ANOVA. (C) Western blot 
de la eficacia del silenciamiento de apoB y apoE. p53 se utilizó como control de carga. (D) 
Ensayo de proliferación celular en Huh7.5-GFP-MAVS con silenciamiento de apoB y apoE. 




Por otro lado, obtuvimos resultados similares en ensayos con agarosa usando tres 
siRNA individuales Set-of-4 para apoB y apoE (Figura 23A y B), descartando algún 
posible efecto off-target de los siRNA Smartpool. 
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Figura 23 – Transmisión célula a célula del HCVcc usando siRNA individuales para apoB 
(A) y apoE (B). Paneles superiores: Las gráficas muestran el tamaño de los focos a 96 h p.i. de 
dos experimentos independientes. La significación estadística fue determinada mediante la 
prueba de Kruskal-Wallis. Paneles inferiores: los Western blots muestran la eficacia del 




Para confirmar los resultados anteriores se repitieron los ensayos de transmisión 
célula a célula utilizando el anticuerpo bloqueante AR3a. Igualmente, el silenciamiento 
de apoE, pero no el de apoB, disminuyó significativamente el tamaño de foco en los 
dos tiempos analizados (Figura 24).  
 
 
Figura 24 – Transmisión célula a célula del 
HCVcc usando el anticuerpo bloqueante 
AR3a en células Huh7.5-GFP-MAVS 
transfectadas con los siRNA Smartpool 
específicos para apoB y apoE. La gráfica 
muestra el número de células por foco a 72 y 
96 h p.i. de dos experimentos independientes 
por duplicado. La significación estadística fue 
determinada mediante la prueba de Kruskal-
Wallis.  	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Estudios previos han demostrado que la transmisión célula a célula del HCVcc es 
resistente a la neutralización por anticuerpos frente a los correceptores virales o a las 
proteínas de la envuelta viral (30, 203, 218). En este sentido, comprobamos que la 
incubación de células infectadas con un anticuerpo anti-apoE, capaz de bloquear la 





Figura 25 – (A) Las células Huh7.5-GFP-MAVS fueron infectadas con HCVcc e incubadas con 
concentraciones crecientes de anticuerpo anti-apoE hasta 72 h p.i.. Como control, utilizamos el 
anticuerpo AR3a. La infectividad fue calculada a partir del número de FFU por pocillo 
observadas por inmunocitoquímica anti-core. En la gráfica se representa el porcentaje de 
infectividad respecto a la condición control (sin anticuerpo) de dos experimentos 
independientes. La significancia fue determinada mediante la prueba de ANOVA. (B) Número 
de células por foco de infección en presencia de los anticuerpos AR3a (50 µg/mL), anti-apoE 
(100 µg/mL) o una combinación de ambos a 72 h p.i.. En la gráfica cada punto corresponde al 
número de células por foco de dos experimentos independientes por duplicado. La significación 
fue determinada mediante la prueba de Kruskal-Wallis.  	  	  	  
En conjunto, estos datos indican que apoE es crucial para la transmisión célula a 
célula del HCVcc, mientras que la implicación de apoB es altamente improbable.  	  
El silenciamiento de apoB o apoE no afecta a la entrada ni la replicación 
del HCV 
A continuación, evaluamos si los datos obtenidos en los ensayos de transmisión célula 
a célula podrían ser resultado de algún efecto sobre la entrada y/o replicación del 
HCV. Para ello realizamos ensayos de infección con partículas retrovirales 
pseudotipadas en los que observamos que los silenciamientos de apoB y apoE no 
causan ningún efecto sobre la entrada de las HCVpp (Figura 26A). Como control de 
entrada viral, comprobamos que el silenciamiento de CD81 reduce la entrada de las 
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HCVpp. Además, como control de especificidad viral observamos que la entrada de 
las pseudopartículas VSVpp y RD114pp no se vio afectada en células transfectadas 
con los siRNA específicos para apoE o apoB. Estos datos indican que la expresión de 
apoB y apoE en las células diana no es imprescindible para la entrada del HCV. 
 
 	  
Figura 26 – La entrada y replicación del HCV no se ven afectadas tras el silenciamiento 
de apoB y apoE. (A) Ensayo con pseudopartículas en células Huh7 transfectadas con siRNA 
Smartpool control y específicos para apoB y apoE. El silenciamiento de CD81 fue usado como 
control positivo. Los resultados corresponden al porcentaje de unidades relativas de 
luminescencia (RLU) de dos experimentos independientes por triplicado. Los Western blots 
muestran la eficacia de los silenciamientos. p53 se utilizó como control de carga. (B) 
Cuantificación por qPCR de los niveles de RNA intracelular del HCV en células Huh7-Con1 
transfectadas con los mismos siRNA. Los resultados corresponden a dos experimentos por 
triplicado. Los Western blots muestran la eficiencia de los silenciamientos y los niveles de 
acumulación de core intracelular en las células Huh7-Con1 a 72 h tras la interferencia. p53 fue 
utilizado como control de carga. La significación estadística fue determinada mediante la 




Para caracterizar el papel de las apolipoproteínas en la replicación del HCV se 
utilizaron células Huh7-Con1 que expresan el replicón genómico del HCV 1b (120). 
Los resultados no evidenciaron cambios ni en los niveles de RNA viral intracelular ni 
en la acumulación intracelular de core tras la transfección de los siRNA (Figura 26B). 
Estos resultados concuerdan con anteriores estudios (19, 65, 78), corroborando que 
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las apolipoproteínas B y E no participan en la replicación del HCV, e indican que la 
disminución observada en la infección célula a célula tras el silenciamiento de apoE no 
se debe a una reducción en la replicación o traducción del HCV.  
 
El silenciamiento de apoB o apoE no afecta a la expresión ni la 
localización de los correceptores virales 
Varios estudios han demostrado que tanto la expresión como la localización de los 
correceptores virales son fundamentales para una infección productiva del HCV (172). 
Para estudiar el papel de apoB y apoE en estos procesos se determinó la expresión y 
la localización de los cuatro receptores canónicos del HCV en nuestro sistema de 
transmisión célula a célula. En la Figura 27 se puede observar como la expresión y la 
localización de los receptores SR-BI, ocludina, CD81 y claudina-1 no se ve afectada 
por los silenciamientos de apoB o apoE.  
 
 
Figura 27 – La expresión de los correceptores del HCV SR-BI, ocludina, CD81 y claudina-
1 no se ve afectada por la interferencia de apoB o apoE. (A) Análisis por Western blot de la 
expresión de los correceptores del HCV en células Huh7.5-GFP-MAVS infectadas con HCVcc 
por transmisión célula a célula tras el silenciamiento de apoB y apoE. p53 se utilizó como 
control de carga. (B) Determinación por imunofluorescencia indirecta de la localización celular 
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ApoB participa en el ensamblaje de viriones infectivos por difusión cell-
free 
Estudios anteriores demostraron que apoE está implicada en el ensamblaje de HCV 
(19, 39, 75). Sin embargo, el papel de apoB es controvertido (65, 82, 87). Para abordar 
esta cuestión, analizamos si el silenciamiento de apoE y apoB en células 
permanentemente infectadas con HCVcc afecta a la secreción y ensamblaje virales 
(Figura 28A). La infectividad tanto extra como intracelular se vieron significativamente 
reducidas tras el silenciamiento de apoE y apoB. Sin embargo, no se observó una 
reducción ni en los niveles de RNA viral intracelular ni en la acumulación de la proteína 
viral core (Figura 28B y C), indicando que ambas apolipoproteínas participan en la 
morfogénesis y secreción del HCVcc.  
 
	  
Figura 28 – Papel de apoB y apoE en el ensamblaje y salida del HCVcc. (A) Cuantificación 
por qPCR de los niveles de RNA e infectividad virales en células Huh7 permanentemente 
infectadas con HCVcc y transfectadas con siRNA Smartpool para apoB (siApoB), apoE 
(siApoE) y control (siCtrl). Los resultados presentados corresponden a tres experimentos por 
triplicado. La significación estadística fue determinada mediante la prueba ANOVA. (B) Western 
blot de la eficacia de los silenciamientos y de la acumulación intracelular de core. p53 fue 
usado como control de carga. (C) Análisis por inmunofluorescencia de core (verde) en células 




A continuación se estudió el papel de apoE y apoB en el ensamblaje viral del HCVcc 
en el contexto de una infección célula a célula. Para ello se aislaron partículas virales 
intracelulares producidas por células recubiertas de agarosa y se analizó su 
infectividad por titulación en células Huh7.5 naïve. Sorprendentemente, en estas 
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condiciones, el silenciamiento de apoB, a pesar de no afectar la transmisión célula a 
célula (Figura 22A, 23A y 24), redujo significativamente la infectividad de los virus 
producidos en el contexto de infección célula a célula (Figura 29). Por otra parte, el 
silenciamiento de apoE disminuyó tanto la transmisión del HCV por transferencia 
célula a célula (Figura 22A, 23B y 24) como la infectividad de virus producidos en 
ambos tipos de infección (Figura 28A y 29). Estos resultados sugieren que apoB 
participa en el ensamblaje de partículas víricas que son infectivas en un contexto de 
infección cell-free mientras que no es necesaria para la infección célula a célula del 
HCV. 	  
Figura 29 – Infectividad de partículas 
intracelulares producidas por infección 
célula a célula. Determinación por 
inmunocitoquímica de la infectividad 
intracelular de células Huh7.5-GFP-MAVS. 
La gráfica representa el porcentaje de 
FFU/mL de tres experimentos por 
triplicado. La significancia fue determinada 
mediante ANOVA. Los Western blots 
muestran la eficiencia del silenciamiento de 
apoB y apoE. p53 se utilizó como control 
de carga. 	  	  
La expresión de apoE en células productoras es determinante en la 
transmisión célula a célula del HCV 
Para caracterizar con mayor profundidad el papel de apoE en la transmisión célula a 
célula del HCV, realizamos ensayos de infección célula a célula en cocultivos en los 
que la expresión de apoB o apoE está silenciada selectivamente en células donadoras 
o aceptoras. Como donadoras utilizamos células Huh7 infectadas con HCVcc y como 
aceptoras células Huh7.5-GFP-MAVS no infectadas. En este sistema, las células 
donadoras son siempre positivas para core y no expresan GFP, mientras que las 
aceptoras pueden ser identificadas a través de la expresión de GFP, que pasará a ser 
citoplasmática tras la infección por HCVcc permitiendo así estimar el número de 
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Figura 30 – Ensayo de cocultivo celular. (A) Esquema del ensayo de cocultivo usando las 
células Huh7 infectadas con HCVcc como donadoras y las células Huh7.5-GFP-MAVS sin 
infectar como aceptoras. (B) Análisis por microscopia confocal de la inmunofluorescencia anti-
core (rojo) de células cocultivadas como en (A). Imágenes representativas de la ausencia de 
infección célula a célula (izquierda) determinada por la presencia de la señal mitocondrial 
verde, correspondiente a la localización natural de GFP-MAVS, en células aceptoras situadas 
junto a células productoras positivas para core (rojo); y de la presencia de paso célula a célula 
(derecha) determinada por la visualización de la traslocación de la señal GFP al citoplasma de 
las células aceptoras situadas alredor de células donadoras positivas para core. Azul (DAPI): 




Los resultados de la Figura 31 muestran que el silenciamiento de apoB tanto en las 
células donadoras como en las aceptoras no afecta a la diseminación viral. Sin 
embargo, el silenciamiento de apoE en las células donadoras, pero no en las 
aceptoras, redujo significativamente la transmisión célula a célula del HCV. En 
resumen, estos resultados demuestran que en las células aceptoras los niveles de 
expresión de apoB y apoE no afectan a la entrada de virus cell-free (Figura 26) ni la 
infección célula a célula (Figura 31). Sin embargo, la expresión de apoE en células 
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Figura 31 – Papel de apoB y apoE en células donadoras y aceptoras durante la 
transmisión célula a célula del HCVcc. (A) Análisis por Western blot del silenciamiento de 
apoB y apoE y de los niveles de core en las células donadoras Huh7 y células aceptoras 
Huh7.5-GFP-MAVS. p53 se utilizó como control de carga. (B) Porcentaje de eventos de 
transmisión célula a célula del HCVcc en cocultivos usando células donadoras (izquierda) o 
aceptoras (derecha) con silenciamiento de apoB o apoE. Los eventos de transmisión célula a 
célula se cuantificaron por el ratio entre el número de focos con expresión citoplasmática de la 
GFP y el número total de focos positivos para core. Los resultados corresponden a cuatro 
experimentos independientes. La significación fue determinada mediante la prueba ANOVA. 
 
 
A continuación nos propusimos confirmar si apoE está presente en la partícula que 
infecta vía transmisión célula a célula. Para ello, llevamos a cabo una serie de 
experimentos en células Huh7.5 con apoE silenciada establemente, transfectando la 
forma wildtype de apoE3 o una variante que se queda retenida en el RE (apoE3-
KDEL). En consonancia con un estudio anterior (75), en las células transfectadas con 
apoE3-KDEL se observó una acumulación intracelular y la consiguiente disminución 
de los niveles extracelulares, tanto de apoE como de partículas infecciosas de HCVcc 
(Figura 32).  
 
	  
Figura 32 – Las células Huh7.5-shApoE fueron transfectadas con los plásmidos pCAG (vector 
vacío), pCAG-apoE3 (apoE3) o pCAG-apoE3-KDEL (apoE3-KDEL) y posteriormente 
inoculadas con HCVcc. (A) Western blot de apoE, α1AT, p53 y core en los sobrenadantes y 
lisados celulares. (B) Las infectividades extra e intracelulares fueron determinadas 48 h p.i. por 
inmunocitoquímica anti-core. Las gráficas muestran el porcentaje de FFU/mL respecto a las 
células transfectadas con apoE3 de dos experimentos realizados por triplicado. La significación 
estadística se determinó mediante la prueba ANOVA.  
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A continuación, se realizaron ensayos de transmisión célula a célula utilizando estas 
células como donadoras (Figura 33A). Observamos que, en contraste con la 
expresión de apoE3, la expresión de apoE3-KDEL en las células donadoras Huh7.5-
shApoE no mejoró la propagación viral célula a célula en comparación con las células 
control (vector vacío) (Figura 33B y C).  
 
 	  
Figura 33 –	   La retención de apoE en el RE de las células donadoras impide la 
propagación célula a célula del HCVcc. (A) Esquema del ensayo de cocultivo. Las células 
Huh7.5-shApoE fueron transfectadas con pCAG, pCAG-apoE3 o pCAG-apoE3-KDEL y se 
infectaron con HCVcc. Estas células se utilizaron como donadoras y las células Huh7.5-GFP-
MAVS naïve como aceptoras. (B) Análisis por microscopia confocal de la inmunofluorescencia 
anti-core (rojo) y anti-apoE (azul) de células cocultivadas como en (A). Imágenes 
representativas. Paneles superior e inferior: en las células donadoras Huh7.5-shApoE que 
expresan el vector vacío o apoE3-KDEL no se detectó la transmisión del HCV por transferencia 
célula a célula, tal y como se muestra por la ausencia de core y de la GFP citoplasmática en las 
células aceptoras junto a células donadoras positivas para core y negativas para GFP 
citoplasmática. Panel central: en las células donadoras que expresan apoE3, la  transmisión 
célula a célula del HCVcc se detectó por la presencia de la señal GFP citoplasmática difusa en 
las células aceptoras junto a células donadoras. Rojo: core; Verde: GFP; Azul: apoE. Barras: 
50 µm. (C) La transmisión célula a célula del HCVcc se cuantificó contando el número de focos 
con células con GFP citoplasmática (células aceptoras infectadas) en relación al número total 
de focos positivos para core (rojo). Los resultados están presentados como porcentaje relativo 
al vector vacío y corresponden a dos experimentos independientes por duplicado. La 
significación estadística fue determinada mediante la prueba ANOVA. 
 
 
Estos resultados apoyan firmemente que las partículas del HCV responsables de la 
propagación célula a célula contienen apoE, confirmando así su papel clave en este 
































En el presente trabajo de investigación hemos estudiado el papel de algunos factores 
celulares que participan en la infección por el HCV en etapas del ciclo viral en las que 
previamente no han sido investigados. En concreto, nos centramos en estudiar si 
clatrina participa en la secreción de partículas virales y si las apolipoproteínas apoB y 
apoE son importantes en la diseminación del HCV por transmisión célula a célula.  
En primer lugar, es importante destacar que atribuir nuevas propiedades a moléculas 
del huésped que participan en fases distintas de un proceso biológico complejo, como 
es la infección de los hepatocitos por el HCV, es una tarea ardua y complicada. En 
numerosas ocasiones ha sido necesario utilizar varias aproximaciones experimentales 
distintas para demostrar formalmente nuestras hipótesis. Nuestros experimentos han 
tenido que descartar que los efectos observados fueran debidos a modificaciones en 
estadios distintos a los analizados ya que, por muy contraintuitivos e improbables que 
parecieran, dichos fenómenos podrían estar ocurriendo.  
En resumen, nuestros resultados demuestran que clatrina y su molécula adaptadora 
AP-1 participan en la salida del HCVcc desde el interior de los hepatocitos y que 
existen diferencias en el contenido apolipoproteico de la partícula de HCV que infecta 
vía transmisión célula a célula en comparación con la que infecta de manera cell-free. 
 
Clatrina participa en la salida de partículas infecciosas del HCV 
 
Clatrina es una proteína que juega un papel esencial en la formación de vesículas 
recubiertas desde la membrana plasmática, las membranas endosomales y el TGN. 
La endocitosis y exocitosis de vesículas permite la comunicación intercelular, la 
transferencia de nutrientes, el tráfico de receptores implicados en captación y vías de 
señalización, entre otros. Además, clatrina participa en el tráfico intracelular de 
vesículas hacia distintos orgánulos subcelulares como RE, TGN y los endosomas (31, 
99), cuyo contenido será degradado en lisosomas o transportado hacia la membrana 
plasmática, donde será finalmente liberado por exocitosis (45, 64, 70). Estos procesos 
requieren la participación coordinada de distintas moléculas adaptadoras, 
denominadas adaptadores de clatrina, que determinan la identidad de las moléculas 
transportadas (99). La función celular mejor estudiada de clatrina es su participación 
en fenómenos de endocitosis, en los que es responsable de la reorganización de 
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zonas de la membrana plasmática para la formación de vesículas y del consiguiente 
transporte de moléculas específicas hacia el interior celular. Clatrina es el principal 
componente estructural de estos procesos formando una red reticular, en conjunto con 
sus adaptadores, alrededor de las membranas susceptibles de ser internalizadas que 
posteriormente transitan hacia el interior celular (176).  
Son varios los patógenos conocidos que utilizan esta vía de internalización para iniciar 
una nueva infección celular como es el caso del HCV, el VSV y el virus de la Influenza 
A (22, 139). Por otro lado, experimentos de screening masivo con una librería de 
siRNA han demostrado que algunas proteínas del TGN y de endosomas de reciclaje 
participan en la exocitosis del HCV (42). También se ha descrito que el silenciamiento 
del lípido fosfoinosítido PIP4, específico del Golgi, bloquea la secreción del HCV sin 
afectar la replicación con la consiguiente acumulación de viriones en el interior celular 
(20). Con estos antecedentes y sabiendo además que la internalización del HCV en 
los hepatocitos es dependiente de la endocitosis mediada por clatrina y dinamina, 
estudiamos la posible función de clatrina en el ruta de secreción del HCV. 
Nuestros resultados, utilizando tanto siRNA específicos para clatrina y su adaptador 
AP-1 como a través de la inhibición farmacológica de clatrina (pitstop2) y dinamina 
(dynasore), muestran una clara disminución en la secreción de RNA viral y de viriones 
infectivos indicando que clatrina, AP-1 y dinamina están involucradas en la salida del 
HCVcc. Sin embargo, el bloqueo de la secreción del HCVcc observado tras la 
interferencia de clatrina y AP-1 fue moderado (aproximadamente 40%) en 
comparación con el alto nivel de silenciamiento conseguido (Figura 1 y 6). Estos 
resultados pueden explicarse por la presencia de cantidades residuales de clatrina y 
AP-1 que podrían ser suficientes para permitir la liberación del HCV hacia el exterior 
celular. Además, como previamente se ha demostrado en el estudio de la endocitosis 
de LDL a través del adaptador AP-2, la inhibición de esta ruta revela la existencia de 
rutas de transporte alternativas que podrían enmascarar el resultado final del 
experimento (26, 53). No obstante, cabe destacar que en nuestro estudio, hemos 
obtenido resultados similares utilizando diferentes estrategias experimentales 
(silenciamiento versus inhibición farmacológica) y sistemas celulares distintos (Huh7 
permanentemente infectadas versus Huh7-Lunet-N electroporadas con RNA viral) 
sugiriendo firmemente un papel relevante de clatrina y AP-1 en la exocitosis del HCV. 
Distintos estudios en células epiteliales polarizadas han puesto de manifiesto que 
tanto clatrina como AP-1 participan en el tráfico de proteínas de la membrana 
plasmática basolateral desde el TGN y los endosomas de reciclaje hacia la membrana 
plasmática (45, 64, 70). De esta forma, es posible que los viriones de HCV interactúen 
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con alguna de estas proteínas en ruta hacia la membrana plasmática facilitando así la 
salida viral.  
 
La asociación entre el HCV y las apolipoproteínas observada in vitro e in vivo ha dado 
pie a un modelo de secreción viral en el que el virus sigue la ruta secretoria de las 
VLDL (111). Por este motivo, hemos evaluado si clatrina y AP-1 participan en la 
secreción de las apolipoproteínas B y E. Nuestros resultados muestran que la 
secreción de apoB y apoE, valorada tanto por ELISA como por Western blot, no es 
dependiente de clatrina ni de AP-1 pero sí de dinamina (Figura 10 y 11). Así, el papel 
observado de clatrina y de su adaptador AP-1 en la salida del HCVcc no parece estar 
directamente relacionado con el bloqueo de la secreción de las apolipoproteínas apoB 
y apoE lo que cuestiona el actual modelo de secreción viral propuesto. Sin embargo, 
en nuestros experimentos hemos cuantificado los niveles totales de apoE y apoB y no 
las fracciones de estas apolipoproteínas asociadas con la partícula viral. Es importante 
destacar que la cantidad de apoE asociada al virus será probablemente muy inferior a 
la cantidad total de apoE secretada por la célula, por lo que la reducción de la 
secreción general de las apolipoproteínas causada por el bloqueo de la exocitosis de 
las lipoviropartículas de HCV que contienen apoliproteínas podría ser prácticamente 
indetectable. 
Nuestros estudios de coinmunoprecipitación utilizando lisados de células infectadas 
con HCVcc (Figura 15) sugieren que el HCV se asocia a apoE durante el ensamblaje 
viral probablemente en el RE. Puesto que la secreción de apoE es independiente de 
clatrina y AP-1, la ruta exocítica de la lipoviropartícula HCV-apoE diverge en algún 
punto de la ruta canónica de secreción de apoE. Teniendo en cuenta que apoE es una 
proteína glicosilada (214) y que el proceso de glicosilación es fundamental para el 
tráfico polarizado de determinadas proteínas (183), la interacción de proteínas virales 
con apoE podría modificar su patrón de glicosilación alterando así su ruta de 
secreción. Alternativamente, las glicoproteínas de la envuelta viral, E1 y E2, podrían 
interaccionar con una proteína transportadora dirigiendo el virus hacia una ruta 
exocítica distinta de la ruta natural de las lipoproteínas. Ambas teorías necesitan ser 
validadas. 
Asimismo, nuestros estudios de localización molecular por inmunofluorescencia 
(Figura 16) sugieren que, durante la salida viral, las partículas de HCVcc se asocian a 
AP-1 en un compartimiento post-RE. Sin embargo, para poder concretar el 
compartimento celular en el cual clatrina interviene en la secreción del HCV sería 
necesario realizar experimentos de colocalización viral con un mayor número de 
marcadores de compartimentos celulares. Además, la utilización de proteínas virales 
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fusionadas a proteínas fluorescentes ha sido también descrita como herramienta útil 
para el estudio de su tráfico intracelular (42). Utilizar estas herramientas junto con 
técnicas de videomicroscopía sería de gran utilidad para valorar estas hipótesis. Sin 
embargo, cabe destacar que la discriminación entre la fracción de proteínas, celulares 
o virales, que estén participando activamente en la formación de nuevos viriones es 
metodológicamente muy complicada ya que estos fenómenos parecen ser muy 
rápidos.  
Se ha descrito anteriormente que la perturbación del tráfico intracelular de diferentes 
proteínas celulares puede interferir con la secreción de algunos virus, induciendo la 
acumulación de proteínas estructurales virales en lisosomas. Por ejemplo, en el caso 
del HBV se observó que la inhibición del proceso de adición de N-glicanos resulta en 
la interrupción del tráfico y secreción de determinadas glicoproteínas provocando la 
inhibición de la secreción del genoma del HBV y la acumulación de sus proteínas 
estructurales en compartimentos lisosomales (123). También se ha demostrado que 
tras la infección con HIV-1 de células deficientes en el receptor NPC1L1, en las cuales 
el tráfico intracelular de colesterol está impedido generando una acumulación de 
colesterol y otras proteínas celulares en lisosomas o endosomas tardíos, la proteína 
de la cápside viral se acumula en estos mismos compartimentos provocando una 
disminución de la liberación de viriones de HIV-1 infectivos (201). Teniendo en cuenta 
estos ejemplos, la acumulación observada de la proteína viral core en lisosomas tras 
el silenciamiento de clatrina o AP-1 (Figura 18B) podría representar una interrupción 
en el ensamblaje del HCVcc, antes de que la cápside sea ensamblada en un virión 
infectivo naciente. Sin embargo, el bloqueo de la ruta RE-Golgi por el tratamiento con 
BFA conlleva una acumulación intracelular de partículas víricas infectivas (Figura 15B 
y C), lo que parece indicar que el ensamblaje viral ocurre antes de la salida del virión 
del RE.  
Por otro lado, AP-1 está localizada en TGN y en endosomas de reciclaje, ambos 
compartimentos post-RE en la ruta secretoria, y su asociación con core se ve reducida 
por el tratamiento con BFA (Figura 16A), lo que sugiere que el silenciamiento de AP-1 
no está interfiriendo con el ensamblaje de la cápside viral. Otra explicación posible es 
que la acumulación de core en lisosomas tras el silenciamiento de clatrina o AP-1 
represente la etapa final de la ruta secretoria normal del virión naciente. Para analizar 
estas hipótesis sería conveniente hacer experimentos de imagen in vivo estudiando el 
tráfico de core intracelular (42). Igualmente, el estudio de las rutas de tráfico celulares 
alteradas por la interferencia de clatrina y AP-1 puede ayudar a descifrar algunos 
escenarios. En resumen, nuestros resultados bioquímicos y de microscopia confocal 
(Figuras 15-18) sugieren que apoE y AP-1 participan en diferentes fases de la 
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secreción del HCVcc: apoE interactúa con el virus antes de su salida del RE mientras 
que AP-1 estaría involucrada en una ruta endosomal tras la salida del virus del RE, lo 
que permitiría al virión escapar de la degradación lisosomal antes de su secreción final 
al medio extracelular. 
 
El papel de clatrina en la diseminación viral podría provocar alteraciones celulares que 
facilitarían la aparición de algunas patologías. Por ejemplo, la infección por reovirus en 
mamíferos induce una acumulación de clatrina en factorías virales alterando funciones 
celulares como la endocitosis y secreción mediadas por clatrina (85). La inhibición de 
rutas de tráfico dependientes de clatrina puede interferir con algunos aspectos de la 
respuesta inmune innata y adaptativa que dependen del transporte de vesículas, 
favoreciendo así la persistencia de la infección (85). Además, los cambios en clatrina 
provocados por infecciones virales pueden causar una pérdida de la polarización 
epitelial (45) y conllevar un incremento de la diseminación viral (136). En la infección 
por HCV, estas posibles alteraciones en los procesos celulares dependientes de 
clatrina no han sido aún estudiadas. Particularmente, se ha observado que en células 
expresando replicones de HCV, el transporte de MHC de clase I hacia la superficie 
celular está inhibido (101) y que algunas proteínas asociadas a las uniones 
intercelulares estrechas están deslocalizadas en la membrana apical (15). Harán falta 
estudios en profundidad para desvelar si alguno de estos cambios está causado, al 
menos parcialmente, por modificaciones en las funciones de clatrina inducidas por la 
infección del HCV.  
 
Curiosamente, nuestros datos en conjunto con los obtenidos recientemente por el 
grupo liderado por la Dra. Einav, apuntan a que el HCV utiliza todas las proteínas 
adaptadoras de clatrina presentes en los hepatocitos, AP-1, AP-2 y AP-4, en distintas 
fases del ciclo viral. AP-1 participa en la salida de los viriones (14), AP-2 es necesaria 
tanto para el ensamblaje como la salida (152) y AP-4 parece necesario para el paso 
del HCV a través de TGN (212). La implicación de clatrina en la secreción del HCVcc 
no descarta su posible participación en el ensamblaje viral. Neveu y colaboradores 
han demostrado que el adaptador de clatrina AP-2 interacciona con la proteína viral 
core y participa en el ensamblaje del HCVcc (152). Nuestro grupo también obtuvo 
datos previos muy similares acerca de la participación de AP-2 en el ensamblaje del 
HCV, que finalmente no fueron publicados ni presentados en esta tesis, ya que la 
publicación del trabajo citado nos llevó a dejar de lado esta línea de investigación. Sus 
datos demuestran la existencia de un vínculo entre clatrina y el ensamblaje viral que 
parece contradecir nuestros resultados en los que tras el silenciamiento de AP-2 no 
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vimos diferencias significativas en la secreción de RNA viral (Figura 9). Sin embargo, 
cabe resaltar que los abordajes experimentales utilizados fueron distintos. En el 
trabajo mencionado, las células diana fueron primero transfectadas con siRNA contra 
AP-2 y después electroporadas con RNA viral, mientras que en el presente trabajo las 
células fueron primero infectadas permitiendo que la infección se desarrolle antes del 
silenciamiento de AP-2. De esta forma, en nuestras condiciones es posible que los 
niveles de viriones ensamblados existentes antes del silenciamiento de AP-2 sean 
suficientes para enmascarar un posible defecto en el ensamblaje inducido por la 
ausencia de AP-2. En resumen, mientras que nuestros datos indican que AP-2 parece 
no estar implicada en la secreción viral, no aportan evidencia acerca de su posible 
papel en el ensamblaje viral. Interrumpir selectivamente alguna de estas interacciones 
entre proteínas adaptadoras y proteínas virales puede tener interés terapéutico. Por 
ejemplo, la inhibición farmacológica de las quinasas reguladoras de la activación de 
AP-2, la proteín-quinasa 1 asociada a AP-2 (AAK1, del inglés AP-2-associated protein 
kinase-1) y la quinasa asociada a ciclina G (GAK, del inglés cyclin G-associated 
kinase), con los fármacos erlotinib and sunitinib respectivamente, es capaz de 
bloquear tanto la entrada como el ensamblaje del HCV dependientes de AP-2 (153). 
Por otro lado, los virus de la família Flaviviridae parecen compartir entre sí 
mecanismos moleculares secuestrando varios factores celulares en prol de su ciclo 
viral (59). Un buen ejemplo son los adaptadores de clatrina AP-1 y AP-3 necesarios en 
distintas etapas del ciclo infectivo de los virus del Dengue, de la encefalitis japonesa y 
del Nilo Occidental (1). La modulación farmacológica de los adaptadores de clatrina 
podrían ser dianas ideales para antivirales HTA de amplio espectro. Cabe destacar 
que algunos de estos fármacos, en concreto las quinasas reguladoras de la actividad 
de AP-2, están siendo actualmente usados en la práctica médica en el tratamiento de 
algunos tipos de cáncer, por lo que el futuro de la terapia contra la infección por HCV 
puede residir en fármacos ya aprobados para el uso en otras enfermedades y que 
podrían llegar a ser una estratégia terapéutica muy efectiva tanto económicamente 
como clínicamente (13). Como reflexión general, aunque las terapias dirigidas a 
factores celulares abren la puerta a nuevas dianas terapéuticas en la lucha contra la 
hepatitis C, tienen difícil su implantación en la clínica debido al enorme potencial de los 
DAA.  
 
En conclusión, nuestros datos demuestran la participación de clatrina y AP-1 en la 
salida del HCVcc contribuyendo a un mejor entendimiento de la patobiología del HCV 




Nuevos papeles de clatrina y de las apolipoproteínas B y E en la infección por el HCV	   115 	  
	  	  
Modelo propuesto de secreción del HCV. Los viriones de HCV ensamblados interactúan 
intracelularmente con apoE en el RE. Posteriormente, estos virus se someten a una ronda 
adicional de lipidación en el Golgi y siguen una ruta transendosomal para salir de la célula de 
una manera dependiente de clatrina y AP-1. Sin embargo, cuando este tráfico transendosomal 
está bloqueado por el silenciamiento o inhibición farmacológica de clatrina o AP-1, los viriones 
de HCV no pueden escapar de la degradación lisosomal. 
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Modelo para el estudio de la transmisión célula a célula del 
HCV 	  
En la segunda parte de este trabajo hemos utilizado conjuntamente dos herramientas 
previamente descritas para estudiar la transmisión célula a célula del HCV in vitro. Por 
un lado, hemos utilizado las células Huh7.5-GFP-MAVS, en las que es posible 
monitorizar la infección del HCV ya que la proteína MAVS, acoplada a la proteína 
fluorescente GFP, se redistribuye desde la mitocondria al citosol tras la infección con 
HCVcc (36). Por otro lado, hemos eliminado la infección cell-free mediante la adición 
de anticuerpos bloqueantes y/o de medio de cultivo semisólido tras añadir agarosa al 
1% (Figuras 19-21). Este sistema es un método sencillo, versátil, sensible, específico 
y robusto que permite estudiar la transmisión célula a célula del HCV. Aunque los 
experimentos aquí descritos fueron realizados en células en división que fueron 
posteriormente fijadas para su análisis por microscopía, este sistema también podrá 
utilizarse en células quiescentes, como los hepatocitos infectados en el curso de una 
infección natural, y monitorizando la infección en tiempo real. Finalmente es necesario 
destacar que aunque en el momento en el que realizamos este estudio no había sido 
publicado ningún método análogo, son varios los artículos publicados recientemente 
que utilizan aproximaciones experimentales muy similares (37, 80, 103), lo cual si bien 
resta cierta novedad al desarrollo del método en sí mismo, evidencia la utilidad y 
versatilidad del mismo. 
 
ApoB no interviene en la transmisión célula a célula del HCV 
 
La infección por transmisión célula a célula parece ser una ruta importante de 
diseminación del HCV in vivo, facilitando además la persistencia viral y la cronificación 
de la infección hepática (36, 47, 148). Varios estudios basados en el silenciamiento de 
la expresión o en la utilización de líneas celulares deficientes en alguno de los 
receptores virales, han confirmado que esta ruta de infección es dependiente de la 
presencia de los correceptores virales SR-BI, CD81, claudina-1, ocludina y NPC1L1 
(9, 30, 142, 203) sugiriendo que los mecanismos de la entrada viral por transmisión 
célula a célula son muy similares a los descritos para la ruta de infección extracelular 
(cell-free). Curiosamente, al contrario que otros virus que también se diseminan por 
transmisión célula a célula, no se ha descrito la existencia de estructuras 
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intercelulares, como por ejemplo nanotubos, que puedan estar intermediando esta ruta 
de diseminación viral (148). Además, el HCVcc, al menos in vitro, puede transmitirse a 
través de exosomas (43) o incluso transmitir su genoma sin estar incluido en el virión 
(122). Conviene destacar que aunque estas formas de transmisión viral podrían 
considerarse célula a célula, son altamente ineficaces por lo que tendrían escasa o 
nula relevancia en nuestro sistema. Por otro lado, los aspectos relacionados con el 
ensamblaje y maduración de los viriones que infectan a través de la ruta célula a 
célula no habían sido estudiados. 
 
Utilizando el método aquí descrito estudiamos las proteínas relacionadas con el 
ensamblaje de las partículas virales del HCV, como son las apolipoproteínas B y E. 
Durante la realización de los experimentos para este trabajo, dos estudios fueron 
publicados desvelando el papel de apoE y apoB en la infección célula a célula por el 
HCV. Por un lado, el trabajo de Hueging y colaboradores describe la participación de 
apoE en la transmisión célula a célula del HCV (80), mientras que Barretto y 
colaboradores defienden que ni apoB ni apoE participan en la infección célula a célula 
del HCV (9). Nuestros resultados (Figuras 22-24) muestran que existen diferencias 
significativas en la implicación de apoB y apoE en esta ruta de infección de manera 
que la presencia de apoE es fundamental mientras que apoB no es imprescindible. 
Estos datos apoyarían los argumentos defendidos por Hueging et al., aunque cabe 
destacar que los autores no analizan en profundidad el papel de apoE ni estudian el 
papel de apoB ya que este trabajo es una prueba de principio en la que otra estirpe 
celular distinta a los hepatocitos puede participar en este tipo de infección (80). Las 
discrepancias con los datos publicados por Barreto et al. (9) respecto a la implicación 
de apoE podrían explicarse teniendo en cuenta los diferentes abordajes 
experimentales utilizados. En el estudio de Barreto y cols., los datos se analizaron tras 
5 días de infección con HCVcc y la interferencia de la expresión de apoE con siRNA 
se realizó antes de la inoculación con el virus. Además se excluyeron del estudio los 
focos de infección con menos de 3 células. En nuestro trabajo, la infección progresó 
durante 3 días y la interferencia de apoB y apoE con siRNA fue realizada 6 h después 
de la inoculación con HCVcc. Además todos los focos fueron contabilizados, 
independientemente de su tamaño. Particularmente, durante nuestros experimentos 
observamos que en la condición de silenciamiento de apoE, un número significativo de 
focos pequeños no se expandieron sugiriendo que estas células infectadas fueron 
incapaces de transferir su carga viral a las células adyacentes (Figura 22B). 
Igualmente, la observación de focos monocelulares exclusivamente en células 
silenciadas para apoE refuerza la hipótesis de la participación de apoE en la ruta de 
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transmisión célula a célula del HCV. Estos datos indican que la exclusión de focos 
pequeños puede subestimar el efecto del silenciamiento de apoE.  
La infección célula a célula del HCV depende de la densidad celular, ya que es 
necesario que existan contactos celulares para que tenga lugar (118) y es más 
eficiente en células en proliferación que en células quiescentes (140). La división 
mitótica de una célula infectada resulta en dos células infectadas pero no es 
consecuencia directa de una verdadera transmisión viral célula a célula. En el 
presente trabajo, los ensayos de transmisión célula a célula se realizaron en células 
en división, lo que con toda seguridad nos llevó a una sobrestimación de los eventos 
de infección célula a célula. Sin embargo, hemos comprobado que ni el silenciamiento 
de apoB ni de apoE alteraron la capacidad de proliferación celular (Figura 22D), 
indicando que los posibles sesgos en nuestros datos aparecerían en todas las 
condiciones experimentales analizadas por igual, hecho que permite hacer 
comparaciones entre ellas. Así, el menor tamaño de foco observado en las células con 
silenciamiento de apoE no puede ser debido a una menor tasa de proliferación tras 
silenciar la expresión de apoE sino a un efecto directo en la progresión de la infección. 
Por otra parte, nuestros resultados apuntan a que ni apoB ni apoE participan en la 
entrada o en la replicación viral, ni en la expresión de la proteína de la cápside core y 
de los cuatros receptores canónicos del HCV analizados (Figuras 26 y 27). Estos 
datos son consistentes con trabajos anteriores (19, 65, 78), pero no podemos 
descartar un posible efecto del silenciamiento de apoB y apoE sobre otras etapas del 
ciclo del HCV no analizadas. Por ejemplo, se ha demostrado que en células 
endoteliales, apoE regula las funciones de proteínas asociadas a TJ (155). Las TJ son 
estructuras celulares cuya integridad podría afectar, favoreciendo o limitando, la 
entrada o salida del HCV de los hepatocitos (18). Serían necesarios estudios 
específicos para determinar si el silenciamiento en la expresión de apoE afecta la 
funcionalidad de las TJ en células hepáticas y sus posibles consecuencias en la 
entrada/salida viral. 
ApoE ha sido descrita ampliamente como necesaria para el ensamblaje e infectividad 
del HCVcc (19, 39, 75) pero el papel de apoB es controvertido (87). Nuestras 
observaciones en un contexto de infección en el que tanto la ruta cell-free como célula 
a célula tienen lugar, muestran que ambas apolipoproteínas son fundamentales para 
el ensamblaje y secreción de partículas virales infectivas (Figura 28). En el sistema de 
transmisión célula a célula observamos también una reducción en los niveles de virus 
infectivos intracelulares tras ambos silenciamientos (Figura 29). No obstante, en este 
caso, la reducción de la infectividad con el silenciamiento de apoE puede ser explicada 
por el bloqueo de la transmisión célula a célula resultando en un número menor de 
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células infectadas y consecuentemente en menos virus ensamblados. Es decir, en 
este experimento no se puede discernir si los niveles reducidos de viriones infectivos 
en células con silenciamiento en apoE se deben a un defecto en el ensamblaje o si 
son consecuencia de un número reducido de células infectadas por transmisión célula 
a célula. Sin embargo, el dato clave de este experimento corresponde a la observación 
de una disminución de los niveles de virus infectivos intracelulares con el 
silenciamiento de apoB a pesar de que no hay alteración en la transmisión célula a 
célula del HCVcc (Figura 22-24). Estos resultados indican que la composición 
lipoproteica de las partículas víricas que infectan por paso célula a célula puede ser 
distinta de las que infectan vía cell-free. 
Seguidamente, comprobamos que la importancia de apoE en la transmisión célula a 
célula del HCVcc está restringida a las células donadoras (Figura 31). Trabajos 
anteriores demostraron que la diseminación célula a célula depende tanto de la 
encapsidación del genoma (30) como de la presencia de las glicoproteínas de la 
envuelta del HCV (202). Sin embargo, la naturaleza y composición de la partícula 
vírica infectiva a través del paso célula a célula es desconocida. Nuestros 
experimentos con el anticuerpo policlonal anti-apoE demostraron que éste bloquea, al 
menos parcialmente, la infección cell-free, pero no bloquea la infección célula a célula 
del HCVcc (Figura 25). Estos resultados aparentemente contradictorios con nuestra 
hipótesis están sin embargo en consonancia con otros estudios anteriores en los que 
se observa como anticuerpos, mono o policlonales, dirigidos contra las glicoproteínas 
de la envuelta viral son incapaces de bloquear la transmisión célula a célula (30, 203, 
218). No obstante, anticuerpos de dominio simple o nanoanticuerpos contra las 
glicoproteínas de la envuelta viral bloquean efectivamente la infectividad célula a 
célula (202), sugiriendo que los anticuerpos convencionales no son capaces de 
acceder por su tamaño a la zona intercelular dónde tiene lugar esta ruta de infección.  
Alternativamente, utilizamos una construcción de apoE fusionada a una secuencia de 
retención en el RE, KDEL. En estas condiciones, la apolipoproteína E queda retenida 
en el interior celular y no es secretada al exterior celular. Tras la expresión ectópica de 
la construcción apoE-KDEL en células infectadas, observamos un incremento en la 
infectividad intracelular y una disminución en la infectividad extracelular (Figura 32), 
de acuerdo con lo publicado anteriomente (75). Además, se observó una disminución 
de la transmisión célula a célula del HCVcc (Figura 33). Sin ser una prueba definitiva, 
este dato sugiere que apoE está presente en la partícula del HCV capaz de infectar a 
través de transmisión célula a célula.  
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De acuerdo con nuestros resultados, apoE podría ser el mínimo componente 
lipoproteico necesario para que una partícula viral sea infectiva en ambas vías de 
diseminación del HCV. ApoE podría conferir al virus la capacidad de interactuar con 
receptores celulares y promover una infección productiva, como previamente se ha 
sugerido en otros estudios (75, 86, 116, 159). Alternativamente, apoE podría aumentar 
la estabilidad de la partícula viral previniendo su desensamblaje antes de salir de una 
célula infectada al espacio extra o intercelular. Por otro lado, apoB puede ser 
incorporada al virus para favorecer así su salida desde células infectadas al espacio 
extracelular, como la sangre, donde el conjunto de apolipoproteínas pueden jugar un 
papel más determinante al enmascarar los epítopos virales de las defensas del 
sistema inmune del huésped. Además, apoE podría aumentar la infectividad cell-free 
del HCV dependiendo de la disponibilidad o abundancia de receptores celulares 
presentes en la superficie de las células diana. Las diferencias en los requerimientos 
de apolipoproteínas sugieren que también es probable que la densidad y tamaño del 
virus o su sensibilidad a la neutralización por anticuerpos sean diferentes dependiendo 
de la ruta de diseminación viral seguida. Serían necesarios experimentos adicionales 
para validar estas hipótesis. Es también plausible que, dependiendo de las 
condiciones experimentales, como por ejemplo, el genotipo viral, la contribución 
relativa de estas dos rutas de diseminación viral sea distinta y, consecuentemente, su 
dependencia de apoB y apoE (57, 140). Además, se ha descrito que mutantes 
puntuales concretos tienen una preferencia por una u otra vía de diseminación viral 
(132).  
Dada la heterogeneidad de la línea celular Huh7 y sus clones utilizados por distintos 
laboratorios de investigación (186), estas consideraciones podrían explicar 
parcialmente las discrepancias existentes entre distintos estudios relativamente al 
papel de apoB en la infección por HCV. Finalmente, las células usadas en nuestros 
experimentos, Huh7 y sus derivados, no son capaces de sintetizar verdaderas VLDL, 
al menos al nivel observado en hepatocitos primarios. Habría que confirmar en el 
futuro los datos aquí presentados en un sistema de hepatocitos que produzca VLDL 
bona fide. 
 
En conclusión, este trabajo ha puesto de manifiesto el papel diferencial que juegan 
apoB y apoE en la transmisión célula a célula del HCV, revelando diferencias 
específicas entre las dos rutas de infección por el HCV, en cuanto a su requerimiento 
en apolipoproteínas, que podrán ser útiles en el desarrollo de terapias más eficaces 
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Modelo propuesto de la infección del HCV por transmisión célula a célula. Los virus son 
producidos en los hepatocitos en asociación con lipoproteínas. Los virus son secretados al 
medio extracelular como lipoviropartículas (LVP), en asociación con apoB (verde) y apoE 
(azul), y son susceptibles de ser neutralizados por anticuerpos bloqueantes frente a 
componentes de la partícula viral (glicoproteínas virales o apoE). Estas LVP son capaces de 
infectar las células a través de las rutas cell-free (flechas marrones) y célula a célula (flechas 
moradas). Los virus que tengan en su composición lipídica solo apoE constituyen la estructura 
viral mínima infectiva por transmisión célula a célula. Esta ruta de infección puede ser 
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Conclusiones 	  	  
1. Clatrina, la proteína adaptadora AP-1 y dinamina participan en la salida de 
viriones infectivos del virus de la hepatitis C producidos en cultivo celular 
(HCVcc); 
2. La secreción de apolipoproteínas B (apoB) y E (apoE) depende de dinamina 
pero no de clatrina ni de AP-1; 
3. La ruta de secreción de HCVcc no es totalmente paralela a la ruta canónica de 
secreción de las lipoproteínas de muy baja densidad (VLDL); 
4. Las partículas de HCVcc durante su ensamblaje en el retículo endoplásmico se 
asocian a apoE y siguen una ruta exocítica transendosomal dependiente de 
AP-1 y clatrina escapando así de la degradación lisosomal; 
5. La ruta de transmisión célula a célula del HCV es dependiente de apoE pero no 
de apoB; 
6. Las apolipoproteínas apoE y apoB intervienen en el ensamblaje de virus 
infectivos por infección cell-free mientras que sólo apoE es determinante para 
la infectividad del HCVcc por transmisión célula a célula; 
7. La presencia de apoE en la partícula vírica desde la célula donadora es 
fundamental para la transmisión célula a célula del HCVcc a una célula 
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